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2 Abréviations

[ADS] a-hydroxy dihydrosphingosines

[AH] a-hydroxy 6-hydroxy sphingosine

[AP] a-hydroxy phytosphingosine

[AS] a-hydroxy sphingosine

[ASD] a-hydroxy 4,14-sphingadiene

[DS] Dihydrosphingosine

[EODS] w-Hydroxy estérifié dihydrosphingosine

[EOH] w-Hydroxy estérifié 6-hydroxy sphingosine

[EOP] w-Hydroxy estérifié phytosphingosine

[EOS] w-Hydroxy estérifié sphingosine

[EOSD] w-Hydroxy estérifié 4,14-sphingadiene

[H] 6-hydroxy sphingosine

[NDS] Non-hydroxy dihydrosphingosine

[NH] Non-hydroxy 6-hydroxy sphingosine

[NP] Non-hydroxy phytoshpingosine

[NS] Non-hydroxy sphingosine

[NSD] Non-hydroxy 4,14-sphingadiene

[P] Phytoshpingosine

[S] Sphingosine

ACP Analyses en Composantes Principales

ADN Acide DésoxyriboNucléique

AF Adaptative Filtering

AIMS Ambient lonization Mass Spectrometry (Spectrométrie de masse a ionisation
ambiante)

APCI Atmospheric Pressure Chemical lonisation (lonisation chimique a pression
atmosphérique)

APMS Atmospheric Pressure Mass Spectrometry (Spectrométrie de masse a pression
atmosphérique)

BH Benjamini-Hochberg

C Carbone

Cer Céramide

CFM-ID Competitive Fragmentation Modeling for Metabolite Identification

Cl Chemical lonization (lonisation Chimique)

CID Collision Induced Dissociation (Dissociation Induite par Collision)

CPP Comité de Protection des Personnes

CTL Contréle

Da Dalton

DA Dermatite Atopique

DART Direct analysis in real time (Analyse Directe en Temps-Réel

DESI Desorption Electrospray lonization (Désorption lonisation par Electronébulisation)

DG Diglycéride

DS Dermatite séborrhéique

El Electronic Impact (Impact électronique)

ELOVL Elongases

ESI ElectroSpray lonization (lonisation par Electronébulisation)

FA Fatty acid (Acide gras)

FAB Fast Atom Bombardment (Bombardement par Atome Rapide)

FAHFA Fatty Acid Esters of Hydroxyl-Fatty Acids ou Fatty acid estolides (Ester d'Acide Gras

Ramifié par un Acide Gras Hydroxylé)



m/z
MALDESI
MALDI

MatLab
MOLO
MRM
MS
MS/MS
NMF
NOS
OMS
OPO
PA
PFDC
PFPA
PIE
PRISM
Pso
PTFE
PUFA
QqQ
RAL
REIMS
ROL

Fatty aldehyde (Aldéhyde Gras)

Fold Change absolu

Fold Change

Free Fatty Acids (Acides Gras Libres)

Filaggrine

Fourier Transform lon Cycloctron Resonance (spectrométrie de masse a résonance
cyclotronique ionique)

Fourrier transformation infrarouge (Infrarouge a transformer de Fourrier)
Chromatographie gazeuse couplée a la spectrométrie de masse
Glycérolipide

Human Metabolome Database

Intelligence Artificielle

lon Cyxlotron Resonnance (Résonance d’lon Cyclotornique)
Interféron gamma

Investigator Global Assessment

Indice d’hydratation

Indice Lipidique

Interleukin-1

Interleukin-8

Imagerie par spectrométrie de masse

Infrarouge

Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

Laser Ablation Electrospray lonization (lonisation électrospray par ablation laser)
Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
Chromatographie Liquide couplée a la spectrométrie de masse
Low Temperature Plasma

Ratio masse sur charge

Matrix Assisted Laser Desorption Electrospray lonization

Matrix Assisted Laser Desorption lonization (Désorption lonisation Laser Assistée par
Matrice)

MATrix LABoratory

MOtion control LOop

Multiple Reaction Monitoring

Mass Spectrometry (Spectrométrie de masse)

Fragmentation en tandem

Natural Moisturising Factors (Facteurs Naturels d’Hydratation)
Nitric Oxide Synthase

Organisation Mondiale de la Santé

Optical Parametric Oscillator

Pression Atmosphérique

Pierre Fabre Dermo-Cosmétique

PerFluoroPentanoic Acid (Acide perfluoropentanoique)

Perte d’eau transépidermique (= TEWL : Trans Epidermal Water Loss)
Protéomique, Réponde Inflammatoire et Spectrométrie de Masse
Psoriasis

PolyTétraFluoroEthyléne

PolyUnsaturated Fatty Acid (Acides gras libres polyinsaturés)
Triple quadripdle

Rétinal ou rétinaldéhyde

Rapid Evaporative lonization Mass Spectrometry

Rétinol



ROS
RT
RXR
RYL
S1P
SC
SCORAD
SIDA
SIMS
SNR
SPB
SP
STD
TG
TIC
TNF-a
ToF
UPLC
uv
VDR
VIH
WALDI
WE
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Retention time (Temps de rétention)
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3 Introduction

La peau humaine constitue la premiére barriere entre I'organisme et le monde extérieur. Cet
organe, longtemps considéré comme passif, s’est révélé étre un systéme vivant, hautement dynamique,
au sein duquel s'operent des échanges biologiques, chimiques et microbiens essentiels. Véritable
interface entre I'environnement et notre systeme immunitaire, elle assure des fonctions multiples telles
que la protection, la régulation thermique, I'immunité, la perception sensorielle. Elle représente
aujourd’hui un sujet central en dermatologie et en biologie des tissus.

Parmi les nombreuses affections touchant cet organe, les dermatoses inflammatoires chroniques
telles que I'acné, la dermatite atopique (DA), le psoriasis (Pso) ou encore la dermatite séborrhéique (DS)
sont particulierement prévalentes et invalidantes. Ces pathologies n‘impactent pas seulement la santé
physique, elles alterent profondément la qualité de vie des patients, notamment en raison de leur
chronicité, de leur visibilité et des douleurs ou démangeaisons qu’elles générent. En France comme dans
le reste du monde, leur prévalence est en constante augmentation, posant un réel enjeu de santé
publique.

La DS est une affection cutanée inflammatoire chronique fréquente, touchant les zones riches en
glandes sébacées. Elle présente une prévalence de 5 % dans la population adulte générale, mais peut
atteindre 70 % chez les nourrissons de moins de 3 mois et jusqu’a 15% chez les personnes agées. Elle
est souvent associée a des poussées récurrentes, particulierement en période de stress, de fatigue ou
de baisse d’'immunité. Cette pathologie est étroitement liée a une dysbiose du microbiote, en particulier
une prolifération excessive de champignons du genre Malassezia, qui interagissent avec les lipides du
sébum pour générer des molécules pro-inflammatoires.

La DA, ou eczéma atopique, est une maladie inflammatoire chronique de la peau, caractérisée
par des lésions prurigineuses, une sécheresse cutanée et une altération de la barriére épidermique. Elle
affecte 10 a 15 % des nourrissons dés I'age de 3 mois et environ 4 % des adultes dans les pays
industrialisés. En France, on estime que 15 a 20 millions de personnes présentent des signes de DA.
Cette dermatose est souvent accompagnée d’une colonisation cutanée massive par Staphylococcus
aureus, particulierement dans les phases de poussée, aggravant I'inflammation par des mécanismes
immunitaires complexes. La DA représente un fardeau socio-économique important et est aujourd’hui
une des premiéres causes de consultation en dermatologie pédiatrique.

Le psoriasis, quant a lui, touche plus de 60 millions de personnes dans le monde, et présente une
prévalence variant entre 1 a 3% selon les populations. Il se manifeste par une hyperprolifération
épidermique accompagnée d’une inflammation systémique, et peut atteindre toutes les zones du corps.
Sa composante auto-immune en fait une pathologie aux multiples comorbidités, incluant notamment
les atteintes articulaires, cardiovasculaires et psychologiques. L'impact sur la qualité de vie est majeur,
particulierement lorsque les Iésions atteignent le visage, les mains ou les organes génitaux. Le Pso est
également associé a une modification du microbiote cutané et a une altération significative des profils
lipidiques, en particulier les céramides (Cer).

Enfin, la rosacée est une affection inflammatoire chronique du visage, touchant environ 523 10 %
des adultes caucasiens, avec une prédominance chez les femmes de peau claire entre 30 et 50 ans. Cette
pathologie, bien que souvent sous-diagnostiquée, est marquée par des rougeurs persistantes, des
sensations de bralure et des épisodes inflammatoires, parfois confondus avec I'acné. La présence
excessive du parasite Demodex folliculorum au niveau des follicules pileux est de plus en plus reconnue
comme un facteur clé dans la physiopathologie de la rosacée.



La compréhension fine des mécanismes physiopathologiques a I'origine de ces pathologies repose
sur I’étude de la peau dans son état natif. C'est dans ce contexte que I'entreprise Pierre Fabre Dermo-
Cosmétique (PFDC) s'engage a améliorer la qualité de vie des patients grace au développement de
produits dermo-cosmétiques. L'entreprise allie recherche pharmaceutique et recherche dermo-
cosmétique, avec une expertise particuliére sur les plantes et une connaissance approfondie des actifs
naturels. Or, la majorité des techniques analytiques disponibles nécessitent des échantillons prélevés,
souvent traités, rendant difficile, voire impossible, une observation fidele et en temps réel des processus
biologiques en jeu. Ceci freine la compréhension des réponses cutanées aux traitements ou aux
perturbations métaboliques. C’'est donc dans ce contexte que PFDC cherche a étudier ces mécanismes
physiopathologiques au plus prés de la zone pathologique afin de mieux comprendre leur genése et leur
réponse aux traitements. Dans un contexte physiologique normal, I'homéostasie cutanée est liée a
I'équilibre des voies métaboliques. Les changements physiologiques naturels, tels qu'une modification
du cycle hormonal, ou les changements physiopathologiques, entrainent des modifications moléculaires
importantes des protéines, des lipides ou des métabolites'™. Il est possible de suivre ces changements
physiologiques ou physiopathologiques cutanés a I'état pur en mesurant les variations des profils
moléculaires associés. C'est donc la spectrométrie de masse (MS) qui s’est imposée comme un outil de
choix pour I'analyse des biomolécules présentes dans les tissus. Grace a sa grande sensibilité, sa
reproductibilité et sa capacité a analyser des mélanges complexes, elle permet de dresser des profils
moléculaires précis. Cependant, I'analyse traditionnelle par MS requiert souvent une étape d’extraction,
incompatible avec des mesures in vivo.

Ces derniéres années, des avancées majeures ont permis de faire évoluer cette technologie vers
des approches plus respectueuses de I'intégrité des échantillons, notamment grace a I'émergence de
techniques d’ionisation douce et d’échantillonnage minimalement invasif. Parmi elles, la technologie
SpiderMass représente une innovation majeure. Développée par le laboratoire PRISM (Protéomique,
Réponde Inflammatoire et Spectrométrie de Masse, Inserm U1192), elle utilise un laser infrarouge (2940
nm) qui ne pénétre que peu profondément dans les tissus en raison de la grande quantité de molécules
d'eau endogénes absorbant a cette longueur d'onde, mais permet en méme temps une
désorption/ionisation laser assistée par I'eau (Water Assisted Laser Desorption/lonization, WALDI)
efficace. Le choix de cette longueur d'onde excite spécifiquement la bande d'absorption la plus intense
(étirement de la liaison O-H) des molécules d'eau®®. Ce procédé permet une analyse en temps réel, in
vivo, sans détruire I’échantillon, en exploitant I'eau présente dans les tissus comme une matrice MALDI.
L'utilisation de SpiderMass ouvre ainsi la voie a une nouvelle génération d’analyses biomoléculaires in
situ, puisqu’initialement développé pour fournir une aide a la décision pour la chirurgie guidée du
cancer’. Mais cette technologie non invasive rapide et efficiente posséde un potentiel applicatif majeur
dans d’autres domaines comme la dermatologie, le diagnostic rapide ou la recherche fondamentale.
L'objectif de ce travail est de démontrer la pertinence de cette technologie dans le domaine
dermatologique, en particulier pour I'étude et le suivi de pathologies cutanées inflammatoires. En
combinant rigueur analytique, innovation technologique et approche translationnelle, ce projet s’inscrit
dans une perspective de médecine de précision, visant a améliorer la compréhension des pathologies
cutanées et a guider plus finement leur traitement.

3.1 Objectifs de la these

La problématique du projet de these est de mieux caractériser les états inflammatoires de la peau
au travers de la mise en place d’une nouvelle stratégie expérimentale et analytique utilisant la
technologie innovante SpiderMass qui offre la possibilité de réaliser des analyses in vivo et en temp-
réel. En particulier, les objectifs sont d’établir un profil moléculaire de 4 dermatoses, la DS, la DA, le Pso
et la rosacée et d’en chercher des biomarqueurs pouvant étre suivi par SpiderMass afin de mettre une



place un scoring moléculaire de chaque dermatose. Ce scoring physiologique précis a pour but de
permettre ensuite une évaluation rapide et robuste des actifs et formules. De plus, les pathologies
cutanées sont généralement associées a une perturbation de I’équilibre du microbiote cutané. Aussi, le
second objectif était de croiser les données lipidiques et métaboliques acquises en SpiderMass a des
données du microbiote. Dans ce but, le projet a été divisé en plusieurs phases spécifiques, tout d’abord
I'identification des molécules impliquées dans chacune des dermatoses afin d’établir un scoring.
L'identification des biomarqueurs se poursuivra dans le cadre d’études impliquant des produits
cosmétiques, afin de déterminer ceux qui sont modifiés par les traitements. Ces travaux permettront, a
terme, de construire un systéeme de scoring moléculaire pertinent, applicable a la fois aux études
fondamentales sur la peau et a I’évaluation de I'efficacité des produits cosmétiques.

Cette premiere partie sur l'identification et I'analyse des signatures moléculaires des dermatoses,
se base sur une étude clinique (SMPatho) au cours de laquelle des volontaires présentant les 4
dermatoses étudiées ont été recus pour une analyse in-vivo et sur prélévement de sébum sur papier a
cigarettes avec la technologie SpiderMass permettant de collecter des informations moléculaires non
ciblées. Sur la base de ces données cette partie est dédiée a I'identification moléculaire des signaux
SpiderMass observés de facon significative dans I'étude clinique SMPatho via des fragmentations
MS/MS. L'ensemble des identifications a permis d’établir des signatures métaboliques SpiderMass de la
peau saine et pathologique. Afin de finaliser cette étape du projet un regroupement des données
obtenues est fait sous forme de banques de données des lipides et métabolites cutanés.

Ensuite la sélection des signaux et biomarqueurs SpiderMass est réalisée sur les molécules et
signaux les mieux corrélés aux scores cliniques de référence, afin de sélectionner des biomarqueurs de
chacune des dermatoses. Cette analyse se fait en paralléle avec des données bibliographiques
existantes, comprenant les différentes voies métaboliques observées et connues. Une fois les outils de
scoring SpiderMass de sévérité validés, ils sont utilisés pour comparer I'efficacité de différents
traitements, dans des études cliniques contrélées. L'approche SpiderMass permettra aussi de suivre les
modifications moléculaires entrainées par ces traitements au niveau de I'épiderme.

Enfin les pathologies tel que la DA ou la DS sont des pathologies associées a de tres fortes
modifications du microbiote cutané. Par exemple, une forte prolifération de Malassezia est connue
comme étant un facteur de la DS alors que dans la DA c’est une prolifération de Staphylococcus aureus
qui est observée. Dans ces contextes physiopathologiques, une analyse croisée entre la signature
lipidique et de la colonisation bactérienne pourra étre menée sur les mémes patients et au cours du
temps. Cette étude permettra d’évaluer pour chacune de ces trois pathologies si 'amplitude des
modifications du métabolisme moléculaire est directement corrélée a I'amplitude de colonisation de la
bactérie ou du champignon pathogéne.



4 Etat de l'art

4.1 Laspectrométrie de masse

4.1.1 Laspectrométrie de masse : généralités

La spectrométrie de masse (MS) est une technique d'analyse qui permet de déterminer le poids
moléculaire de composés indirectement au travers de la mesure du rapport masse/charge (m/z) des
ions en phase gazeuse. C'est une technique qui apporte aussi bien des informations qualitatives et/ou
quantificatives. Elle présente I'avantage de séparer les composés par leur m/z réalisant ainsi a la fois
une séparation et une identification. Les échantillons analysés par MS peuvent étre des composés
d'origines diverses (organiques ou inorganiques), de complexité (composé pur ou mélange complexe)
et de tailles diverses (allant de I'atome aux complexes moléculaires). Le spectrométre de masse est
séparé en 3 parties principales, tout d’abord la source qui transforme I'échantillon en ions en phase
gazeuse, puis la partie centrale, constituée de I'analyseur (ou des analyseurs selon les instruments), qui
fonctionnent sous vide poussé et utilisent des champs électriques ou magnétiques pour séparer les ions,
et enfin le détecteur qui transforme le courant ionique en courant électronique et amplifie le signal. Il
en résulte un spectre de masse qui reporte le courant électronique en fonction du rapport m/z.

La MS est une technique vieille de plus d’un siécle, qui commence en 1897 avec la découverte de
I’électron par Joseph John Thomson. S’ensuivent deux prix Nobel, 'un pour Thomson en 19068 sur la
conduction de I'électricité par les gaz et le second pour Aston en 1922° sur la découverte d’isotopes
d'éléments non radioactifs, et pour son énonciation de la régle du nombre entier, selon laquelle la masse
atomique des isotopes stables est trés proche d’un nombre entier, lorsque la masse de I'hydrogéne est
prise comme unité de référence. Cette régle découle de l'observation que la masse d’'un noyau
atomique est approximativement égale a la somme des masses de ses protons et neutrons, avec une
légére diminution due au défaut de masse, elle-méme liée a I'énergie de liaison nucléaire. Malgré cette
correction, Aston a montré que les masses atomiques des isotopes demeurent proches de valeurs
entieres, ce qui a permis de confirmer |’existence d’isotopes dans de nombreux éléments non radioactifs
et d’apporter un soutien empirique aux modeles nucléaires naissants de I'époque. Les premiers
appareils mis au point étaient d'abord appelés des spectrographes de masse, mesurant les ions par une
plaque photographique ou des écrans phosphorescents'?, avant de changer de nom aujourd’hui pour
spectrometres de masse car ils mesurent les ions au moyen de détecteurs électriques. Sur la base de
ces premieres expériences un grand nombre d’avancées a été rendu possible et a été nécessaire aussi
bien sur les méthodes d’ionisation que sur les analyseurs pour augmenter la variété des échantillons
pouvant étre analysés et pour arriver a la MS que nous connaissons aujourd’hui, avec des performances
analytiques décuplées en termes de pouvoir résolutif, résolution spectrale, sensibilité et gamme
dynamique

Les développements de la MS sur plus d’un siécle ont concerné a la fois les analyseurs de masse
mais également les sources de production des ions. Sur le plan des sources ionisation, les premiers
grands développements ont concerné le développement de la source d’ionisation dite d’impact
électronique (El) en 1918 par Dempster. Avec ces premieres technologies il a été notamment possible
de découvrir les isotopes et de déterminer les ratios de ces différents isotopes, dont ceux de I'uranium,
travaux qui vaudront le prix Nobel de Chimie a Aston en 1922. Si I'impact électronique permet une
ionisation efficace des petits composés, elle n’est pas adaptée aux composés de poids moléculaires plus
élevés (en général >500 u.) et plus polaires. Par ailleurs, I'impact électronique en générant des ions
radicaux par bombardement des molécules en phase gazeuse par un faisceau d’électrons, provoque de
nombreuses fragmentations rendant difficile I’analyse de mélanges et I'interprétation des spectres MS.



Ainsi, le développement dans les années 60 de I'ionisation Chimique (CI) par Munson et Field permet
un processus d’ionisation plus douce par a la mise en jeu d’un transfert de protons entre un gaz réactif
et les analytes. Cependant, I'ionisation chimique n’est pas exempte de toute fragmentation, et sa
sensibilité parfois moindre que I'El. De plus, elle présente les mémes limites analytiques, provenant du
fait que I'échantillon est passé a I'état gazeux par simple chauffage, et que les composés de plus haut
poids moléculaire et plus polaires ne le sont pas assez. Ainsi rapidement des recherches ont été menées
pour trouver des sources de production d’ion alternatives permettant de surpasser les limites
rencontrées avec I'El et méme la Cl. La source de MS d’ions secondaires (Secondary lon Mass
Spectrometry, SIMS) constitue un premier changement de paradigme important puisque cette source
est basée sur le bombardement d'échantillons solides déposés sur une surface par un faisceau d’ions
primaires fortement accéléré (keV) qui conduit a un mécanisme de pulvérisation assurant une transition
rapide du solide vers le gaz et la création d’une proportion d’ions en phase gazeuse. Le SIMS a plusieurs
avantages dont celui de pouvoir permettre des analyses de surface, par couche atomique si besoin.
Néanmoins, et méme si des travaux portent encore actuellement sur I'augmentation des performances
de la technologie, le SIMS reste traditionnellement limité a I'analyse atomique ou de composés jusqu’a
des poids moléculaires d’environ 1000 u avec des polarités intermédiaires. Fin des années 70 et début
des années 80, d’autres méthodes d’ionisation, sont ensuite apparues, telles que la désorption par
plasma (PDMS), ou le bombardement atomique rapide (FAB). Elles ont permis I’analyse de composés de
plus haut poids moléculaire plus polaires comme des protéines. Cependant les concentrations en
échantillons restaient élevées et les molécules de I'ordre de la petite protéine seulement. Finalement,
un vrai tournant a été opéré par la MS dans le milieu des années 80 avec le développement quasi
concomitant de deux sources d’ionisation de fonctionnement trés différent, la désorption/ionisation
laser assistée par matrice (MALDI) développé par Karas et Hillenkamp'! et I'ionisation par électrospray
(ESI) développé par Fenn!? et Gall'®. Elles sont aujourd'hui les deux techniques d’ionisation les plus
utilisées en MS et elles ont elles-mémes été a |'origine d'autres sources d'ions.

Plus récemment, une nouvelle catégorie de sources est apparue avec les sources fonctionnant a
pression atmosphérique (PA). En effet, I'analyse MS conventionnelle est a basse pression, et nécessite
donc l'introduction de I'échantillon dans un espace confiné ou des champs électriques élevés sont
appliqués et nécessite une préparation de I'échantillon. Un premier pas avait été franchi avec 'arrivée
des sources a pression atmosphérique (AP-MS), comme l'ionisation chimique a pression atmosphérique
(APCI) entre autres ou I’AP-MALDI. Cependant ces sources nécessitent toujours une préparation de
I’échantillon. Une nouvelle étape a encore été franchie avec la Spectrométrie de masse a ionisation
ambiante (AIMS).

Les AIMS ont été définis en 2006 par le Prof. R. Graham Cooks comme :

« A recent innovation in mass spectrometry is the ability to record mass spectra on ordinary
samples, in their native environment, without sample preparation or preseparation by creating ions
outside the instrument »

Cette citation peut étre interprétée par la faculté d’obtenir des spectres de masse d'échantillons
non traités ou minimalement modifiés dans leur environnement natif, par une ionisation de
I’échantillons en phase condensée dans l'air a I'extérieur de I'instrument. Les deux premiéres sources
ambiantes développées sont la Désorption lonisation par ElectroNébulisation (DESI) développée par G.
Cooks™ et I'analyse directe en temps réel (DART) développée par Laramee, Cody et Durst!®, introduites
respectivement en 2004 et en 2005. A la suite de ces deux sources AIMS de nombreuses autres
technologies opérant en condition ambiante et utilisant différents mécanismes d'ionisation des analytes



ont été développées depuis. Un résumé des grandes étapes avec les grandes découvertes de sources et
d’analyseurs ainsi que les prix Nobel est présenté en Figure 1 sur la frise chronologique®.

Aujourd’hui la MS est une technique analytique puissante et polyvalente présente dans tous les
domaines comme la recherche médicale ou l'industrie pharmaceutique, I'astrophysique, I'art et
I'archéologie mais également la pétrochimie ou |'agroalimentaire. Sa versatilité en fait un outil
indispensable dans les laboratoires de recherche, de développement ou de contréle qualité. Les
couplages standards sont depuis quelques années mis en parallele avec des technologies toujours plus
innovantes permettant des analyses de terrain en temps-réel.

2 Pour une description de ['histoire de la spectrométrie de masse, voir « A brief History of Mass
spectrometry », par Griffiths'’
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Figure 1 : Frise chronologique des principales avancées en spectrométrie de masse depuis la découverte de I’électron
en 1897 par Thomson a nos jours, avec les principales sources ainsi que les principaux analyseurs développés et largement




utilisé aujourd’hui. Sur la droite de frise les prix Nobel attribués a la recherche sur la spectrométrie de masse. Photos
illustratives de Aston, Lawrence, Paul, Dehmelt, Fenn et Tanaka proviennent des archives de la fondation Nobel avec leur
accord. APCI : Atmospheric Pressure Chemical lonisation (lonisation chimique a pression ; Cl : Chemical lonization (lonisation
Chimique) ; DESI : Desorption Electrospray lonization (Désorption lonisation par Electronébulisation) ; El : Electronic Impact
(Impact électronique) ; ESI : ElectroSpray lonization (lonisation par Electronébulisation) ; FAB : Fast Atom Bombardment
(Bombardement par Atome Rapide) ; FT-ICR : Fourier Transform lon Cycloctron Resonance (spectrométrie de masse a
résonance cyclotronique ionique) ; MALDI : Matrix Assisted Laser Desorption lonization (Désorption lonisation Laser Assistée
par Matrice) ; QqQ : Triple quadripéle ; SIMS : Secondary lon Mass Spectrometry (Spectrométrie de Masse d’lons
Secondaires) ; ToF : Time of Flight (Analyseur a temps de vol).

4.1.2 Les sources a pression atmosphérique et les sources ambiantes

Le développement des sources AP-MS a commencé au milieu des années 1970 avec le
développement de I’APCI suivi par d’autres sources utilisant des mécanismes différents et amenant aux
AIMS. L’APCI est d’ailleurs toujours utilisée de nos jours et reste une source de référence pour un grand
nombre d’applications.

L’APCI est une technique utile pour I'analyse de divers composés jusqu’a des poids moléculaires
d’environ 1000 u. et de polarité intermédiaire, comme les lipides de diverses classes. Elle utilise un
systeme de décharge corona. L’échantillon mélangé a du solvant (ou déja dans le solvant dans le cas du
couplage de chromatographie liquide avec un spectromeétre de masse (LC-MS) par exemple) est
introduit via un gaz nébuliseur vers l'intérieur de la source pour étre vaporisé par un systéme de
thermospray. Ce mélange de solvant et d’analytes est ensuite poussé vers une aiguille (Figure 2) pour
étre soumis & des décharges corona formant des ions primaires de type N,"'en mode d’ion positif ou
0, "pour le mode négatif. Ces ions vont ensuite réagir avec des molécules de solvant, notamment |'eau,
en phase gazeuse afin de former des ions secondaires protonés de solvant®2°, Pour le mode positif :

N, + e~ > N +2e”
N;t + 2N, > Nt +N,
N;t + H,0 > H,0* + 2N,
H,0* + Hy0 »> Hi0* + OH
H;0" + H,0+ N, » [(H,0), + H*] + N,
[(H20)n-1+ H]+ H,0+ N, > [(H20), + HT]+ N,

Finalement ces ions protonés de solvant, (e.g., H30+) vont permettre l'ionisation des analytes par
réaction de transfert de protons, tres similairement a la Cl conventionnelle :

[(H,0), + H|*+M > [M + H]* +nH,0
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Figure 2 : Schéma d'une source APCI. L’échantillon est mélangé a du solvant puis envoyé par un gaz nébuliseur vers
une aiguille corona et va étre soumis a des décharges corona formant des ions qui seront ensuite aspirés vers l'intérieur du
spectrométre de masse.

A la différence du mode positif, le mode négatif repose sur la présence d’oxygéne, un acteur clé
du processus d’ionisation. En effet, I'oxygéne réagit avec les électrons générés par la décharge corona
pour former des espéces réactives capables d’ioniser efficacement les molécules analysées.

0, + e - 0,
0, + M- [M+0,]"

La source DART est l'une des sources a ionisation ambiante les plus anciennes, introduite en
2005%, Dérivée de I’APCI, son mécanisme est basé sur la désorption et/ou ionisation par plasma. Le
mécanisme d’ionisation du DART est basé sur l'interaction entre des atomes ou molécules excités,
I’échantillon et le gaz atmosphérique. Plus précisément un flux de gaz chauffé généralement de I'hélium
ou de I'azote traverse une chambre ol une décharge électrique a aiguille corona produit des ions a I'état
excités (métastables) qui vont réagir avec I'eau de I'atmosphére pour produire une espece radicalaire
qui pourra ensuite, tout comme en APCI, produire des ions H;O* pour permettre ensuite un transfert de
protons a I'analyte??*(Figure 3) :

HE(23S) + H,0 - H,0* + HE(11S) + e~
H,0% + H,0 - H;0" + OH
H30% +nH,0 - [(H;0)p4q + H']
[(H,0)pp1 +H' 1+ M > [M + H]* + (n+ 1)H,0

Le faisceau d’ions excités est dirigé contre I'échantillon qui peut étre solide ou liquide situés
devant I'entrée MS afin d’ionisation et désorber les analytes. Si I’échantillon est un gaz ou des vapeurs
il sera directement introduit dans la source.
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Figure 3 : Schéma d'une source d'ions DART. Un gaz chauffé traverse une décharge électrique a aiguille corona
permettant son excitation. Ce gaz est ensuite transporté jusqu’a I’échantillon qui se situe juste devant I'entrée du
spectrométre de masse et va l'ioniser.

Grace a sa capacité a ioniser a pression ambiante des composés thermolabiles et peu volatils, en
particulier de petites molécules organiques telles que des composés pharmaceutiques, des pesticides,
des explosifs ou des métabolites alimentaires, la source DART s’est imposée comme une méthode de
quantification de référence. Elle est largement utilisée non seulement dans le domaine alimentaire?,
mais aussi en criminalistique et en sciences environnementales, notamment pour la détection de
traces® >,

La source DESI est la source AIMS la plus ancienne. Elle a été développée par R.G. Cooks au début
des années 2000 avec une publication princeps dans Sciences en 2004'>. Cependant, contrairement a la
source DART, la source DESI s’inspire de la méthode d’ionisation de la source ESI et est donc une
méthode d’ionisation basée sur un mécanisme d’électrospray généré par application d’une tension
entre 'aiguille et la surface (0,5 a 3,5 kV typiqguement). Ainsi, le DESI utilise un nébulisat de gouttelettes
de solvant chargées électriquement qui est projeté sur la surface de I’échantillon. Ainsi, le coeur du DESI
est son pulvérisateur pneumatique qui est resté relativement inchangé depuis son introduction en 2004.
Il est équipé de deux capillaires en silice fondue, le capillaire interne (dimensions typiques : 50 um de
diameétre interne) transportant le solvant et le capillaire extérieur (dimensions typiques : 250 um de
diameétre interne) transportant le gaz nébuliseur. Un tel systéme permet de diriger le flux des
gouttelettes et conduit a une aire analysée d’environ 200 um. Les gouttelettes de solvant fortement
chargées (comme en ESI) atterrissent sur la surface, créent une pellicule de liquide, permettant une
extraction des analytes, les gouttelettes suivantes capturant ces analytes avant de rebondir. Afin de
capturer les gouttelettes chargées d' analytes, une extension particuliére est ajoutée a I'entrée du
spectrometre (Erreur! Source du renvoi introuvable.). Une fois les gouttelettes a l'intérieur de
I'instrument, le processus qui s’ensuit est similaire a celui de I'ESI avec une succession de désolvatations
des gouttelettes et d’explosions coulombiennes amenant a la production d’ions d’analytes nus en phase
gazeuse. Le DESI est trés sensible a de nombreux parametres, non seulement la tension sur I'aiguille
comme en ESI pour générer un spray stable, mais également la distance entre I'aiguille, I'angle a la
surface ainsi que le design de I'extension a I'entrée de I'instrument pour permettre une récupération
efficace des gouttelettes chargées. Cette extension initialement trés longue et appelée « The Magic
wand » a été redésignée au cours du temps en longueur et en forme. Le DESI présente une ionisation
douce, comme I’ESI, sans fragmentation des analytes. Il est possible d’analyser en DESI des molécules
de haut poids moléculaire et polaires, telles que des protéines, avec des spectres d’ions multichargés
similaires a I'ESI*. Cependant, le DESI est principalement utilisé pour analyser des échantillons
biologiques avec un minimum de préparation d’échantillon (simple coupes), et dans ces conditions,
seuls les composés tels que des métabolites et lipides, ou des petits composés organiques sont
observés?”28, Par ailleurs, depuis longtemps le DESI présente un intérét certain comme modalité



d’imagerie, car le sprayeur a rapidement permis, avec un minimum de modifications, d’atteindre 100
um de résolution spatiale. Sur les derniéres versions de la source commercialisée par Waters, qui en
détient I'exclusivité, des images jusqu’a la cellule unique (5-10 um de résolution spatiale) ont été
obtenues?3!, Cette augmentation de la résolution est devenue une évolution de la source DESI 3 part
entiere le nano-DESI (nanospray Desorption Electrospray lonization) avec une introduction en 2010.
Contrairement au DESI classique qui utilise un jet de microgouttelettes, le nano-DESI repose sur un
systéme de double capillaire formant un minuscule pont liquide entre I'’échantillon et la sonde. Cette
source est particulierement adaptée a I'analyse de surfaces hétérogeénes ou fragiles, notamment en
imagerie moléculaire de tissus biologiques ou elle est une technique puissante pour visualiser les
distributions spatiales des analytes dans les systemes biologiques avec peu ou pas de prétraitement des
échantillons®2.

Gouttelettes de solvant

. Gouttelettes d’échantillon ablaté
chargées (Spray)
/

Capillaire

Spectrométre
de masse

Echantillon Substrat

Figure 4 : Schéma d’une source DESI. Un spray de solvant composé de tres fines gouttelettes électriquement chargées
est projeté sur la surface de I’échantillon avec un angle spécifique. Les analytes se chargent grdce au spray et sont désorbés et
aspirés ensuite par le spectrométre de masse.

Les sources LAESI et MALDESI sont deux sources basées sur I'ablation ou la désorption / ionisation
par un laser et introduites respectivement en 2007 par Vertes*® et en 2006 par Muddiman3*3>, Dans les
deux cas, la plume produite par le mécanisme d’ablation/désorption est capturée par un flux de
gouttelettes de solvant chargées perpendiculaire a la surface, produites par ESI conventionnel. Les
gouttelettes contenant les analytes entrent ensuite dans I'instrument et subissent le méme processus
qgue celui connu en ESI. Ainsi méme si le laser contribue a la production d’ions par un mécanisme de
désorption/ionisation, I'ESI fournit dans tous les cas une ionisation secondaire (Figure 5)3¢. La source.
En LAESI, aucune préparation d’échantillons n’est nécessaire et I'ablation est réalisée dans le midIR a
2,94 um similairement a ce qui avait été proposé pour certaines source AP-MALDI*’. En MALDESI, une
matrice MALDI est utilisée pour récréer un processus de désorption/ionisation de type MALDI. Ainsi les
premiére versions de MALDESI travaillaient avec un laser émettant dans 'ultraviolet (UV, 337 nm, Laser
N2) et des matrices MALDI UV typiques (e.g., 2,5-DHB). Cependant, dés 2009® le MALDESI a aussi été
proposé dans le moyen IR, a 2,94 um, comme le LAESI, avec des matrices MALDI UV puis la glace comme
matrice. Dans ce dernier cas, le porte échantillon est refroidi a -10°C pour permettre la formation du
film de glace en surface qui joue le réle de matrice. Ainsi, le MALDESI est une technique trés proche du
LAESI mais I’échantillon est dans une matrice pour favoriser I'absorption du laser par I'échantillon®. En
LAESI tout comme en MALDESI, la fluence du laser est ajustée pour permettre d’éviter la fragmentation



et disposer d’une source d’ionisation douce. Les deux techniques permettent de réaliser de I'imagerie
avec une résolution spatiale conditionnée par la taille du faisceau laser incident. Les deux techniques
ont démontré pouvoir atteindre la cellule unique pour le LAESI* et environ 20 pm pour le MALDESI*, Si
le MALDESI a montré pouvoir produire des spectres de peptides et protéines présentant de nombreux
multichargés, tout comme en ESI, le LAESI est resté tres focalisé sur I'analyse des petits composés,
métabolites et lipides. Les deux techniques sont principalement utilisées pour le moment pour étudier

la distribution de petits composés.
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Figure 5 : Schéma d'une source LAESI ou
MALDESI. Un laser placé en face de I’échantillon
émet dans I'IR moyen générant des particules
gazeuses de I’échantillon. Une source ES| est
placée orthogonalement au laser et a
I’échantillon et en face du spectrométre de
masse. La source ESI permet I'ionisation des
gouttelettes d’échantillon qui sont ensuite
aspirées dans le spectrométre de masse.

Echantillon

La source Low-Temperature Plasma (LTP) est une méthode d’ionisation permettant la désorption
et I'ionisation de molécules provenant d’échantillons solides, liquides ou gazeux, directement a pression
ambiante. Elle repose sur un plasma froid, généré par I'application d’une décharge électrique entre deux
électrodes sur un flux de gaz inerte, généralement de I'hélium ou de I'argon. Ce plasma est riche en
especes ionisées, électrons, photons et radicaux libres mais seules les espéeces excitées non ionisées
sortent de I'électrode et sont dirigées vers la surface de I'échantillon (Erreur ! Source du renvoi
introuvable.). Le plasma a une température d’environ 30 °C. Cette faible température minimise les
risques de dégradation thermique, rendant la LTP particulierement adaptée a I’'analyse de molécules
thermosensibles. Par ailleurs, la faible température du plasma et le fait que les espéces ionisées ne
soient pas envoyées sur la surface, permet d’envisager des applications in vivo qui ne sont pas possibles
avec le DART. Les analytes de I’échantillon s’ionisent principalement par transfert de charge, suivant des
mécanismes similaires au DART, avant d’étre aspirés et analysés par le spectrométre de masse®?. Le LTP
est suffisamment doux pour permettre I'observation des ions intacts des analytes. Cependant, des
fragmentations des molécules sont fréquemment observées. La gamme du LTP est supérieure a I'El ou
la Cl, et permet l'ionisation de composés de polarité intermédiaire, lui conférant une certaine versatilité
en matiere d’application. Dans le cas de 'analyse de surface, le plasma permet a la fois la désorption
puis l'ionisation des especes. Le LTP a été principalement utilisé dans I'analyse de molécules en
bioanalyse, en pharmacie, en criminalistique ou en sécurité alimentaire*®. Il présente également un
intérét pour I'analyse des composés organiques volatils et les utilisations in vivo®.
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Figure 6 : Schéma d'une source LTP. Un tube en verre avec deux électrodes applique une décharge a un gaz inerte
entrainant la formation d’un plasma froid. Ce plasma va ioniser un échantillon et les molécules chargées seront ensuite
aspirées par le spectrométre de masse.

4.1.3 Les sources pour les analyses in vivo

L’essor des AIMS ont rapproché la MS de |'analyse in situ d'organismes vivants comme la détection
de pesticides dans les plantes et méme la détection directe de résidus de drogues, de fumée ou de
poudre a canon dans des échantillons de peau. Méme si les applications restent compliquées, il a été
montré la possibilité d’utiliser certaines de ces sources comme le DESI ou le LAESI pour 'analyse de
plantes in-vivo®** ou méme le DESI pour I'analyse sur les doigts pour détecter, par exemple, la présence
d’un médicament administré & la personne®. Dans ces conditions, la formation des ions est le plus
souvent fait par bombardement de I'échantillon par un faisceau/flux incident. Cependant, ces sources
présentent des limitations pour l'utilisation in-vivo. En DESI, les contraintes géométriques ainsi que
I"application de la tension sur le capillaire de spray limitent I'applicabilité de la technologie chez I’homme
ou les animaux, méme si un design de source avait été proposé pour I'in-vivo>l. Similairement la
géométrie des sources LAESI/MALDESI n’est pas compatible avec leur utilisation pour ces mémes
applications. La transposition de la MS a I'analyse chez I’homme en particulier a nécessité différents
développements, amenant le développement de nouvelles sources ambiantes. L'essor de ces
technologies a été poussé par la volonté de développer la MS comme un outil pour le suivi des
interventions au bloc opératoire.

En 2009, Takats et al. ont développé le premier systeme d’analyse in vivo pour le bloc opératoire,
I'iKnife®2. Cette technologie innovante combine un bistouri électrique chirurgical et un spectrométre de
masse. La production des ions repose sur un mécanisme nommé « Rapid Evaporative lonization Mass
Spectrometry » (REIMS) oU I'évaporation rapide provoquée par le bistouri électrique conduit a la
production d’ions en phase gazeuse lorsque ce dernier entre en contact avec le tissu biologique, par
I'intermédiaire d’un courant électrique a haute fréquence qui permet I'ablation. Ces ions sont ensuite
acheminés jusqu’au spectrométre en passant par l'interface REIMS via un tube souple de faible
diamétre, a I'aide d’une pompe Venturi alimentée par de |'azote (Figure 7)°>°%. La technologie a été
baptisée iKnife. Au fil du temps, I'iKnife s’est révélé compatible avec les outils chirurgicaux courants tels
que les électrodes électrochirurgicales, les instruments de diathermie, les pinces bipolaires et les
aspirateurs chirurgicaux a ultrasons cavitron. L’'iKnife est actuellement développé par Waters et



actuellement le REIMS ne fait plus référence au processus de production d’ions via I'outil chirurgical
mais a l'interface qui est attachée a I'avant du spectromeétre et qui permet de pré-traiter I'aérosol
transmis via un ruban de kanthal chauffé a environ 800°C. Ce pré-traitement permet d’éviter un
encrassement trop important de l'instrument et peut conduire a une post-ionisation permettant
d’augmenter la sensibilité de la technique. Cependant, cette méthode est intrusive, car elle utilise les
fumées produites lors de l'intervention via des instruments utilisés pour couper les tissus, ce qui
entraine la destruction compléte de I'échantillon. Par ailleurs, I'analyse est limitée aux molécules de
faible poids moléculaire, comme les métabolites et les lipides, et ne peut s’effectuer qu’en mode négatif.
Malgré ces limitations, différentes études cliniques réalisées a I'aide du iKnife ont montré I'intérét de la
MS pour la chirurgie, notamment dans I’oncologie®*®,
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Figure 7 : L'iKnife utilise un scalpel chirurgical qui va au contact avec le tissu produire des fumées et créer des ions qui
sont aspirés vers le spectrométre de masse via un tube en Teflon en passant par l'interface REIMS. Adapté de Manoli et al.*”
sous CC BY-4.0. MS : Mass spectrometer (Spectromeétre de masse) ; REIMS : Rapid Evaporative lonization Mass Spectrometry.

Le SpiderMass est une seconde source AIMS développée pour les analyses in-vivo chez I'homme.
Elle a été développée a partir de 2012 au laboratoire PRISM et cette technologie d’analyse des tissus
biologiques a été brevetée en 2014°8. Si la technologie a été développée pour I'analyse au bloc
opératoire son principe la rend versatile et utilisable dans beaucoup de contextes. En effet, la
technologie est micro-invasive et utilise une sonde laser. Dans son principe elle est trés différente de la
technologie iKnife puisqu’elle met en ceuvre une désorption/ionisation similaire au MALDI en utilisant
I'eau des tissus biologiques comme matrice MALDI. En effet, le SpiderMass utilise un laser IR
nanoseconde émettant a 2940 nm afin de réaliser une excitation résonnante des molécules d’eau en
ciblant la bande d’absorption la plus intense (correspondant au streching de la liaison O-H). Ceci la
rapproche plus de la source LAESI qui utilise elle aussi un laser IR incident. Grace a la forte absorption
de I'eau a cette longueur d’onde et a la durée d’impulsion nanoseconde qui limite les effets thermiques,
la pénétration du faisceau dans les tissus reste tres limitée, rendant ainsi la technologie micro-invasive.
Le systéme est donc utilisable chez ’lhomme car il est indolore et le laser ne laisse qu’une trace blanche
de déshydratation a la surface des tissus, qui disparait dans les minutes qui suivent I'expérience. Le
mécanisme impliqué dans la technologie SpiderMass a été baptisée WALDI et correspond a un
mécanisme de désorption/ionisation. La plume générée dans ce mécanisme est ensuite acheminée vers
le spectrométre de masse via un tube de transfert, simplement constitué d’'un tube de
polytétrafluoroéthyléne (PTFE) ou de Tygon, d’un diamétre de moins de 3 mm et dont la longueur peut
varier de 1 3 plusieurs métres®. Le transfert est assuré simplement par la différence de pression entre
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I'intérieur du spectrometre et la pression ambiante créant une dépression dans le tube suffisante pour
aspirer la plume et la remonter a I’entrée du spectrométre (Figure 8). Au cours des développements, il
a été montré l'intérét de positionner une interface dédiée, en lieu et place de la source ESI habituelle, a
I’entrée du spectromeétre. Cette interface permet de préparer I'aérosol pour éviter un encrassement
trop important du spectromeétre mais il permet également de désolvater les agrégats provenant de la
plume qui sont transportés et de libérer des charges supplémentaires, augmentant ainsi la sensibilité
de la technologie. Plusieurs interfaces reposant sur des principes différents ont été utilisées ou
développées par le laboratoire PRISM en fonction des équipements et des besoins analytiques. L'une
de ces interfaces a été développée pour le prototype SpiderMass installé a Toulouse et cette interface
sera présentée plus en détail dans la suite de ce manuscrit. Le SpiderMass permet I'analyse des
métabolites et lipides en mode ion positif aussi bien que négatif. Cependant, il a été montré que des
protéines pouvaient étre analysées avec la technologie et que les spectres obtenus présentaient un
profil d’état de charge similaire a I'ESI®®. Enfin, outre sa micro-invasivité le SpiderMass présente
|’avantage de ne pas nécessiter de mise en contact entre la sonde (laser) et le tissu. Cette particularité
lui permet d’étre adaptée pour réaliser de I'imagerie. La force de la technologie a été démontrée dans
plusieurs études ex-vivo a partir de tissus de cancer ou sur des cellules en culture®%3, et une premiére
preuve de concept in-vivo a été réalisée au bloc vétérinaire chez des patients chiens présentant un
sarcome®,
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Figure 8 : SpiderMass utilise un laser IR nanoseconde émettant a 2940 nm ce qui lui assure une faible pénétration et
un excitation des molécules d’eau du tissu. L’excitation est ensuite transférée aux molécules environnantes, créant un aérosol
qui sera acheminé vers un spectrométre de masse via un tube de transfert. Adapté de Ogrinc et al.* sous CC BY-4.0.

La derniére technologie AIMS d’analyse in-vivo développée est le MasSpec Pen, technologie
développée par L. Eberlin et introduite en 2016%. Ce dispositif est designé pour ressembler & un stylo
(Figure 9 a)) et fonctionne en mettant en contact une goutte d’eau avec I’échantillon a analyser pendant
quelques secondes afin d’extraire les analytes de la surface du tissu (Figure 9 b)). La goutte est ensuite
aspirée a travers un tube en PTFE jusqu’au spectrometre de masse pour analyse. Dans le cas du MasSpec
Pen les ions sont formés a I'entrée du spectrométre de masse via une source développée a cet effet.
Cette technologie basée sur une méthode d’extraction liquide/solide présente I'avantage d’étre aussi
non-invasive. Cependant, la technologie possede certaines limitations dont I'usage exclusif de solvants
biocompatibles comme I’eau restreint ce qui I'analyse aux molécules polaires et augmente le risque de
contamination du systéme. De plus, la pointe de la sonde, est en contact direct avec le tissu, et doit étre
remplacée ou nettoyée par rincage automatique apres chaque utilisation. Enfin le transfert d’un liquide
au spectrometre via le tube de transfert est plus long dans le cas d’un liquide et peut amener a des
effets da carry over entre les expériences. Malgré ces contraintes, le MasSpec Pen a été utilisé avec
succeés pour 'analyse ex-vivo de tissus ovariens et des études in-vivo sur modéle murin®-7,
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(1) Incoming water 3D-printed tip
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Figure 9 : a) Le MasSpec Pen est congu avec une pointe imprimée en polydiméthylsiloxane (PDMS) et trois conduits, qui
fournissent I'eau entrante (1) et le gaz (2) a la pointe et un conduit sortant pour la goutte d'eau (3). b) La pointe entre en
contact avec le tissu permettant de mettre en contact I’eau arrivant en (1) avec le tissu. Apres 3 s d'extraction, les conduits de
vide et de gaz sont ouverts simultanément afin de transporter la goutte jusqu’au spectrometre de masse. Adapté de Zhang et
al.%5, reproduit avec l'autorisation de I'AAAS.

4.1.4 La métabolomique et la lipidomique

Les métabolites sont des molécules essentielles présentes dans tous les organismes vivants. lls
interviennent dans de nombreuses réactions biochimiques, jouant un réle clé dans les processus
physiologiques. Certains métabolites sont indispensables a la croissance et au développement, tandis
que d’autres, participent a des fonctions spécifiques comme la défense ou la communication cellulaire®,
Lensemble des métabolites, formant le métabolome, comprend a la fois des composés produits par
I'organisme (endogénes) et ceux issus de sources externes comme les micro-organismes ou les
xénobiotiques®. Aujourd’hui, on distingue deux grandes catégories de métabolites, la fraction
hydrosoluble, regroupant les molécules traditionnellement désignées comme métabolites et la fraction
insoluble dans I'eau, constituée des lipides, qui forment le lipidome™. Les lipides sont des biomolécules
hydrophobes ou amphiphiles composées principalement de carbone, d’hydrogene et d’oxygéne. lls
remplissent des fonctions essentielles dans l'organisme, notamment en tant que constituants des
membranes cellulaires, réserves énergétiques et médiateurs biologiques.

Avec l'essor de la spectrométrie de masse, I'analyse des biomolécules s’est considérablement
développée. Initialement axée sur la protéomique, elle s’est élargie depuis les années 1990 pour inclure
I’étude des métabolites et des lipides, donnant naissance a la métabolomique et a la lipidomique. Ces
disciplines sont aujourd’hui largement utilisées en biomédecine, pharmacologie et contréle qualité’*™"3,
car elles permettent de caractériser des signatures moléculaires et d’identifier des biomarqueurs
essentiels pour le diagnostic précoce et le suivi des traitements thérapeutiques. Toutefois, I'analyse a
grande échelle des métabolites et des lipides présente des défis spécifiques, notamment en ce qui
concerne la disponibilité et la structuration des bases de données. Contrairement aux protéines, dont
les structures peuvent étre déduites des séquences génétiques, les métabolites et lipides ne suivent pas
une telle relation directe, rendant leur annotation plus complexe. De ce fait, les banques de données
dédiées a la métabolomique et a la lipidomique se sont développées plus tardivement, et continue
encore de se développer et de grossir (banque de données métabolomique : HMDB (Human
Metabolome Database), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) et banques de données
lipidomique : LipidMaps). En métabolomique, les approches actuelles restent souvent des analyses
ciblées a large échelle, reposant sur des chimiothéques de référence permettant d’identifier les
composés d’intérét au sein de matrices biologiques complexes.



De par sa sensibilité, sa rapidité et sa versatilité la spectrométrie de masse est particulierement
prisée dans ces analyses. Couplée a la chromatographie en phase gazeuse (GC-MS) ou a la LC-MS, elle
permet une analyse fine des échantillons complexes. D’autres approches, comme I'imagerie MS ou la
lipidomique shotgun’, offrent des alternatives complémentaires pour I'étude des lipides et des
métabolites. Ces techniques s’appuient sur des stratégies avancées, notamment la fragmentation
moléculaire et la mobilité ionique, pour identifier et annoter les composés présents’>’¢. Cependant, ces
méthodes sont principalement adaptées a I'analyse d’échantillons extraits , ou ex-vivo avec I'imagerie
dans le meilleur des cas, et ne permettent pas encore une exploration in-vivo des processus
métaboliques.

4.2 Structure et fonctions de la peau

Située a l'interface entre 'organisme et le milieu environnant, la peau et plus précisément sa
partie la plus superficielle, I'épiderme, constitue d’abord une barriere physique qui protége I'organisme
contre les agressions et les infections venant de I'environnement en empéchant la pénétration
d'éléments dangereux, chimiques ou microbiens”’. La peau est une barriére souple capable d’offrir
détection, régulation, protection et d’influer sur l'immunité. Elle est en effet dotée de capacités
d'adaptation qui lui permettent de répondre a des perturbations extérieures telles que des troubles de
I'équilibre du microbiote ou une forte exposition au soleil (rayonnements UV). D'abord considérée
comme un organe immobile et inerte, elle est aujourd'hui percue comme dynamique et complexe ol
de nombreuses interactions ont lieu. Cette complexité est un facteur important a prendre en compte
surtout quand on sait que la peau est le deuxiéme organe du corps humain en surface, situé juste aprés
la surface de I'intestin gréle, sa surface chez I’adulte varie de 1,5 a 2 m2. Tout cela pour un poids pouvant
aller jusqu’ 3 kg. Enfin son épaisseur varie en fonction de la zone mais également de I'age.

La peau est organisée en trois parties avec des fonctions différentes. On retrouve I'épiderme au-
dessus du derme et de I'hypoderme. (Figure 10).
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Figure 10 : Schéma de la structure de la peau humaine. Couche la plus superficielle, I'épiderme est constitué de
strates : le stratum corneum (SC), granulosum, spinosum et basale ainsi que des poils et des glandes. Le derme, juste en
dessous, contient les vaisseaux et les corpuscules sensoriels et est constitué de la zone papillaire au-dessus de la zone
réticulaire. L'hypoderme contient I'ensemble des plexus artério-veineux profonds et la graisse sous-cutanée. Adapté de
"Human Skin Structure" par Tomds Kebert, sous CC BY-SA 4.0.
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4.2.1 L'épiderme

L’épiderme est la partie la plus superficielle de la peau, elle-méme constituée de plusieurs
couches distinctes (de la plus externe a la plus interne) : Stratum corneum (couche cornée, SC), stratum
granulosum, stratum spinosum et le stratum basale qui est directement en contact avec le derme.
L'épiderme a une épaisseur d’environ 100 um, qui varie en fonction de la région du corps ainsi que de
I’age. Bien qu’il soit dépourvu de vaisseaux sanguins, I'épiderme possede plusieurs fonctions dont la
principale est la fonction barriére.

L'épiderme est constitué des kératinocytes, des cellules de Merkel (cellules sensorielles), des
mélanocytes et des cellules de Langerhans (cellules immunitaires). Les kératinocytes sont produits au
niveau du stratum basale et sont poussées en direction de la surface, sur leur chemin elles collectent la
mélanine produite par les mélanocytes et produisent la matrice extracellulaire constituée de protéines
structurelles telles que les kératines et la filaggrine (FLG) et de lipides lamellaires, principalement des
sphingolipides (SPs), créant une organisation de type « brick and mortar »’® au niveau du SC. A la fin de
leur migration ils perdent finalement leur noyau et meurent dans la partie supérieure, formant le SC.

Les protéines structurelles fibreuses telle que les kératines, participent a ce schéma
organisationnel, elles permettent de protéger les cellules épithéliales des stress mécaniques et non
mécaniques que la peau rencontre. La deuxiéme protéine structurelle principalement présente dans la
peau est la FLG qui possede plusieurs roles dont un role structural et un réle biochimique. En effet elle
va promouvoir |'agrégation des kératines et donc la formation de la matrice fibreuse et elle est
progressivement dégradée par des protéases afin de libérer des acides aminés qui seront ensuite pour
certains transformés en dérivés tels que I’acide trans-urocanique et |'acide pyroglutamique, qui peuvent
étre fortement hygroscopiques. Tous deux forment le Natural Moisturig Factors (NMF) qui régule
I’hydratation de la peau en conservant l'intégrité de la barrieére épidermique ainsi que le pH. Les
deuxiemes constituants de I'organisation du SC, correspondant a la partie « mortar » sont les lipides,
qui constituent une partie importante du SC. Sécrétés par les kératinocytes, ils sont principalement
constitués de Cer, de cholestérol et d’acides gras libres. Les Cer sont le constituant lipidique majeur du
SC puisqu’ils représentent environ 50% de la masse lipidique de cette couche”.

La mécanistique de I'épiderme est régie par plusieurs fonctions dont la mise en place de plusieurs
gradients physiologiques considérés comme fonctionnellement importants pour le maintien d’une
bonne fonction barriére. Entre le stratum basal et le SC la teneur en eau diminue fortement, passant de
70% a 15% a la jonction du SC, cela étant d( a 'augmentation de la proportion de lipide a cette jonction
qui permet de retenir I'eau dans la peau. Enfin, le SC contient un grand nombre d'acides gras libres dont
la téte polaire acide contribue a abaisser le pH cutané. Cet environnement acide est essentiel au
contrdle de la population bactérienne de surface. Par ailleurs, un gradient de calcium (Ca?*) se forme au
sein du SC, favorisant son accumulation et induisant la différenciation kératinocytes®®:,

La troisieme fonction essentielle de I'épiderme est son role immunologique, assuré par des
mécanismes innés et adaptatifs. L'immunité innée repose sur des barrieres physicochimiques telles que
la desquamation, la transpiration, un pH acide et une faible disponibilité en nutriments a la surface de
la peau. Dans plusieurs affections cutanées, comme |'acné, la DA et le Pso, cette protection est altérée
par une augmentation du pH cutané®83,

Enfin I'épiderme possede des fonctions endocrines. Pour la fonction endocrine I'épiderme est le
seul site de production de la vitamine D3 par transformation du 7-déhydrocholestérol (provitamine D3)
en prévitamine D3 et par isomérisation de cette derniére en vitamine D3 par les kératinocytes sous
I'action des UV-B. Les micro-organismes cutanés tels que les acariens, les champignons, les virus et les



bactéries en collaboration avec les cellules immunitaires et les kératinocytes, participent au bon
fonctionnement de la barriére cutanée®. Certaines bactéries comme Staphylococcus epidermidis
traduit d’'une plus grande diversité microbienne et surtout participe a la production de peptides
antimicrobiens (AMP) par les kératinocytes contribuant a I'immunité innée de la peau. Ces interactions
contribuent a I'équilibre du microbiote cutané et au bon fonctionnement de la barriére cutanée®. Pour
la partie exocrine elle se fait dans le derme mais |'épiderme est le lieu d’excrétion de la sueur et du
sébum, qui assure la souplesse et la lubrification de la peau.

4.2.2 Lederme

Le derme se situe juste sous |'épiderme et est constitué de deux couches : Derma papilla en
contact étroit avec I'épiderme et composé de tissu conjonctif lache et le derme réticulaire plus épais est
composé d’un tissu conjonctif dense constitué principalement de fibres de collagéne. Le derme est
principalement composé de fibres de collagene, d’élastine et de fibronectine. Contrairement a
I’épiderme le derme posséde un large réseau de capillaires sanguins qui assurent la nutrition de la peau
et le controle de la température corporelle. Le derme permet également I'envoi d’information au
cerveau sur la pression (corpuscules de Pacinian et de Meissner) et sur le toucher (corpuscules de
Ruffini). Ces derniers sont principalement situés dans le derme superficiel, avec des terminaisons
nerveuses pouvant s’étendre a travers I'épiderme jusqu’a la surface de la peau pour détecter la douleur,
la chaleur et le froid. Enfin c’est dans I'épiderme que I’'on retrouve certaines fonctions exocrines avec la
sueur et le sébum qui sont sécrétés respectivement® par les glandes sudoripares et sébacées.

4.2.3 L'hypoderme

L’hypoderme, derniére couche de la peau, est un tissu conjonctif lache et hautement vascularisé.
Il assure la fixation de la peau aux muscles et aux os tout en jouant un réle clé dans I'amortissement des
chocs et I'isolation thermique.

4.3 Les lipides Cutanés

La couche superficielle de I'épiderme, le SC, repose sur une organisation structurale connue sous
le nom de modéle « brick and mortar » (briques et mortier). Dans cette architecture, les « brick » sont
représentées par les cellules cornées renforcées par des protéines abondantes telles que les kératines
et la FLG. Le « mortar », quant a lui, est constitué d’'une matrice lipidique lamellaire, principalement
composée de Cer, de cholestérol et d’acides gras libres (FFAs)®’(Figure 11 a)). Ces lipides épidermiques
jouent un role essentiel dans la fonction barriére de la peau. lls limitent la perte insensible en eau (PIE
ou TEWL en anglais) par évaporation transcutanée et contribuent a I’hydratation et a I'intégrité du SC.
Au-dela de leur réle barriere, certains lipides possédent des propriétés antimicrobiennes. Par exemple,
les bases sphingoides (Sphingoid base, SPBs), abondantes dans le SC?, et 'acide sapiénique, spécifique
au sébum humain®, participent a la défense cutanée contre les agents pathogénes. Le sébum, film
lipidique recouvrant la surface de la peau, est également riche en lipides, bien que sa composition
différe de celle du SC. Il contient majoritairement des glycérolipides (GLs), du squaléne ainsi que des
cérides (Wax ester, WE), des lipides spécifiques au sébum humain (Figure 11 b)).



a) Lipides du Stratum Corneum b) Lipides du sébum
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Figure 11 : a) Composition lipidique du SC sain en pourcentage de la teneur totale en lipides. La contribution en
pourcentage des Cer (50 %), des acides gras libre (FFAs) (env 10 %), du cholestérol (27 %), des esters de cholestérol (10 %) et
du sulfate de cholestérol (env 3 %) ; b) Composition lipidique du sébum humain en pourcentage de la teneur totale en lipides.

Contribution (valeurs moyennes) des triacylglycérols et diacylglycérols (TGs et DGs) (50 %), des cérides (25 %), du squaléne
(12 %), des acides gras non estérifiés (NEFAs ou FFAs) (env 9 %) et de cholestérol et esters de cholestérol et de stérol (env 4 %).
Inspiré de « Skin lipids in health and disease: A review” de Sophie Knox et al.?°. DGs : Diglycérides ; FFAs : Free Fatty Acids
(Acides gras Libres) ; TGs : Triglycérides.

Les acides gras libres (FFAs), bien qu'ils ne représentent qu’environ 10 % des lipides du SC, jouent
un réle clé dans le maintien de Iintégrité cutanée. A I'instar des Cer et des esters de cholestérol, ils
participent a la cohésion et a la fluidité de la barriére lipidique. Parmi eux, les acides gras a trés longue
chaine, en particulier le FA 24:0 et le FA 26:0, constituent prés de 50 % du poids total des FFAs du SC.
On les retrouve également dans le sébum, mais dans des proportions moindres. En plus de leur réle
structural, ces acides gras libres contribuent a I'acidification de la surface cutanée grace a leur groupe
carboxyle (COOH) terminal. Ce pH acide est fondamental pour ’'homéostasie de la peau et la régulation
du microbiome, en limitant la prolifération de pathogénes opportunistes®.

4.3.1 Les sphingolipides : acteurs principaux de la fonction barriere

Les SPs regroupent les SPB mais également tous les Cer et leurs dérivés. Comme présenté plus
haut les Cer sont le principal constituant du SC et sont constitués d'une chaine d'acides gras
hydrophobes liée a une SPB contenant une amine. Dans le SC humain, les Cer sont classés en 15 sous-
classes représentées en Figure 12 : [NS], [AS], [EOS], [NP], [AP], [EOP], [NH], [AH], [EOH], [NDS], [ADS],
[EODS], [NSD], [ASD] et [EOSD]. La premiére lettre du nom du Cer correspond aux hydroxylations ou aux
estérifications que I'on peut observer sur la chaine d’acide gras, avec [N] pour une chaine sans
hydroxylation, [A] avec une hydroxylation en position alpha et [EO] pour une estérification. Ensuite la
ou les derniere(s) lettre(s) de la famille du Cer correspond(ent) a la SPB qui peut étre une sphingosine
[S], une dihydrophingosine [dS], une phytosphingosine [P], une 6-hydroxysphingosine [H] ou une 4,14-
Sphingadiene [SD]. Cette liste est aujourd’hui non exhaustive puisque la sous-classe 4,14-sphingadiene
[SD] a été observée pour la premiére fois en 2020 par Kawana et al.%2.
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Figure 12 : Structures et nomenclatures des classes de Cer chez les mammiféres. Structures des bases sphingoides de
mammiferes suivi des FA constituant les Cer de mammiferes. La connexion ente les LCB e le FA se fait par la fonction NH2 de la
LCB et via le OH du FA, cette réaction entraine une perte d’eau. Tableau des nomenclatures pour les classes de Cer libres les
plus courantes dans le SC. Chaque classe de Cer est représentée par une combinaison des abréviations correspondant a sa
structure FA et LCB. Inspiré de Kawana et al.?2. FA : Fatty acid (Acide Gras).

Bien que tous les Cer jouent un réle dans le maintien de la fonction barriére, certains possedent
des propriétés biophysiques différentes comme les sphingosines (Cer[NS] et Cer[AS]) et les
phytosphingosine (Cer[NP] et Cer[AP])%. En effet les phytosphingosines sont connues pour avoir une
fonction de capteurs d’eau et de fort maintien de la structure du SC car possédant plus de fonctions OH
sur leur squelette entrainant des liaisons hydrogénes plus fortes®*®,

En ce qui concerne la longueur des chaines carbonées, on trouve dans le SC des chaines amines
de longueur comprise entre 18 et 22 carbones et des chaines d’acides gras plutot entre 20 et 28
carbones méme si les plus communes sont les chaines de 24 et 26 carbones®. Cette longueur de chaine
influe sur la perméabilité de la peau, en effet pour une méme SPB la diminution des chaines carbonées
diminue le nombre d’interactions possibles avec d'autres chaines lipidiques qui sont primordiales dans
I'architecture lamellaire du SC et donc on observe une diminution de la fonction barriére.

4.3.2 Lesébum et ses lipides

Le sébum est une substance riche en lipides produite par les glandes sébacées contenant des GLs,
du squaléne (10-15 %) et des WE?1% et ces deux derniers, ne sont actuellement caractérisés que dans
le sébum. Le sébum possede une fonction d’hydratation et protége la peau en agissant comme une
barriere contre tous types d’agressions extérieures. Dans de nombreuses maladies cutanées,
notamment I'acné, la DA et la DS, la composition du sébum subit des changements importants®?. Il est




inégalement réparti avec des concentrations élevées au niveau du front, du haut de la poitrine et du
dos.

La sous-classe lipidique prédominante dans le sébum est celle des GLs. Ce sont des esters d’acides
gras formés a partir d’un glycérol et d’une, deux ou trois chaines d’acides gras chez les monoglycérides,
diglycérides (DGs) et triglycérides (TGs) respectivement (Figure 13a), b) et c)). Les TGs qui sont la sous-
classe la plus représentés dans le sébum peuvent étre simples, ou homogene, si les trois chaines d’acides
gras sont identiques, ou mixtes, aussi appelés hétérogenes, si les trois chaines d’acides gras différent.
Bien que fortement présents dans le sébum, ils constituent également un composant mineur de la
matrice lipidique du SC’*'%2, Bien que mineur, leur métabolisme influence plusieurs fonctions majeures
de I'épiderme telles que la différenciation épidermique, la fonction barriére et, leur hydrolyse forme les
acides gras nécessaires a la synthese des oméga-O-acylcéramides, présents dans le SC. L’hydratation de
la peau via du sébum proviens en parti des Gls et plus particuliérement des TGs%,
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Figure 13 : Structure avec 1, 2 ou 3 acides gras C16:0 sur a) un monoglycéride (MG), b) un diglycéride (DG) et c) un
triglycéride (TG) et d) structure d’un WE avec un acide gras 16 :1 estérifié a un C16:0.

Les WEs sont des lipides composés d’un acide gras estérifié a un alcool gras, dont un grand
nombre est unique au sébum suggérant que les WEs sont synthétisés dans les glandes sébacées®#1%,
La majorité de ces WEs contiennent un acide gras C16:1% (Figure 13d)).

L'autre lipide caractérisé uniquement dans le sébum est I'hydrocarbure polyinsaturé squaléne,
dont 50 a 125 mg, en fonction de I’age, du sexe et de I'origine ethnique, sont présents quotidiennement
sur le visage!®. Il est formé par la condensation de deux molécules de pyrophosphate de farnésyle,
catalysée par la squaléne synthase. Le squaléne est fortement impliqué dans I'activité antioxydante de
la peau exposée aux UVs. En effet le squalene a la capacité de capter et de retenir une grande quantité
d’oxygene, environ % de son poids'®1%, formant des dérivés de squaléne oxydé, afin de protéger I’ADN
et les cellules des radicaux libres produits par les UV. Le squaléne est également précurseur du
cholestérol, lui-méme précurseur d’hormones et de vitamines et qui est présent dans le sébum et dans
le SC.

Enfin les acides gras libres sont une famille de lipides présents a la fois dans le sébum et le SC,
mais avec des caractéristiques distinctes selon leur origine. De maniere générale, ces acides gras
contribuent a I'acidité de la peau grace a leur fonction carboxylique, jouant ainsi un role clé dans la
protection antimicrobienne. Certains d’entre eux possedent des propriétés antibactériennes
particulierement marquées, comme I'acide sapiénique, un isomére de l'acide palmitoléique, qui
représente plus de 20 % de la teneur totale en acides gras du sébum et est exclusivement sébacé®.



4.3.3 Les métabolites cutanés et les vitamines

En plus des lipides, la peau contient une quantité significative de métabolites et de vitamines.
Parmi ces métabolites, une super-famille essentielle se distingue, les acides aminés et leurs dérivés
jouant un réle fondamental dans la peau. L'acide pyroglutamique, un dérivé de I'acide glutamique formé
a partir de la glutamine, fortement hygroscopique et I'acide trans-urocanique, issu de ['histidine, sont
des dérivés d’acides aminés et composants du NMF. lls proviennent tous deux de la dégradation d'une
protéine essentielle au maintien de |'épiderme, la FLG. La FLG remplit un double role tout d’abord elle
contribue a la structure de I'épiderme, composant majeur de la partie « brick » du SC, et a son
hydratation. Lorsqu'elle se dégrade, elle libere ses dérivés acides aminés, indispensables a I'intégrité de
la barriére épidermique, a I’équilibre du pH et au maintien de I'hydratation de I'épiderme®®°, Un autre
dérivé d’acide aminé crucial pour la peau est la citrulline. Issue de la citrullination, une modification
post-traductionnelle des résidus d’arginine par désimination, provenant également en grande partie de
la dégradation de la FLG. Enfin, les acides aminés classiques jouent aussi des réles majeurs dans la peau,
certains régulent I'énergie des cellules cutanées et inflammatoires!!?, d’autres stimulent la
production de collagéne!® ou participent a la réponse immunitaire!4,

De nombreux autres métabolites sont présents sur la peau, enrichissant son écosysteme. Parmi
eux, on trouve des dérivés du tryptophane, comme les indoles, produits du métabolisme des micro-
organismes cutanés!'>!1® S'ajoutent d'autres composés issus du métabolisme bactérien ou fongique,
ainsi que des molécules telles que I'histamine et les polyamines, qui jouent un rdle clé dans
I'inflammation et sa régulation!'’. La peau contient également des bases azotées, des antioxydants
puissants comme le glutathion, ainsi que des métabolites spécifiques tels que l'urée, autre composant
du NMF.

Le cholestérol, un stérol présent a la fois dans le SC et le sébum, joue un réle essentiel dans
I’équilibre entre rigidité et fluidité du SC. Constituant environ 25 % des membranes cellulaires animales,
il préserve leur intégrité et leur flexibilité, tout en jouant un réle similaire au sein de la matrice
extracellulaire, notamment dans la peau. Il régule la fluidité membranaire en augmentant la souplesse
a basse température et la stabilité a haute température en s’insérant entre les Cer, renforgant ainsi la
structure lamellaire et la fonction barriére de la peau. De plus, il sert de précurseur a plusieurs hormones
et vitamines, dont la vitamine D.

Par ailleurs, la peau synthétise et utilise plusieurs vitamines lipidiques, dont la plus connue est la
vitamine D. Cette vitamine, essentielle pour ses propriétés antioxydantes, son influence sur la fonction
barriere et son role dans la prolifération et la différenciation cellulaire est directement synthétisée dans
la peau. Sous I'effet des rayons UV-B du soleil, le 7-déshydrocholestérol (provitamine D3) par réaction
photochimique forme la prévitamine D3, qui se transforme ensuite spontanément en cholécalciférol
(vitamine D3). Toutefois, cette molécule n’atteint sa forme active qu’aprés conversion en calcidiol (25-
hydroxyvitamine D3) dans le foie, puis en calcitriol (1,25-dihydroxyvitamine D3) au niveau des tissus
cibles®, La vitamine E, n’est quant a elle pas synthétisée par le corps humain et nécessite un apport
alimentaire. Elle est cependant indispensable a la peau de par ses propriétés antioxydantes importantes
qui permettent une défense de la peau contre les radicaux libres (espéce réactives a I'oxygéene, ROS).
Principaux antioxydants de la peau, les tocophérols et principalement I'alpha-tocophérol, forme la plus
active, est amené jusqu’a la peau par l'intermédiaire des lipoprotéines et stocké et étalé sur la peau par
les glandes sébacées!12°,



4.4 |les dermatoses

4.4.1 La Dermatite Séborrhéique

La DS est une dermatose inflammatoire mycotique caractérisée par des plaques
folliculocentriques avec une fine squame blanche et une cro(te jaunatre au niveau des zones riches en
glandes sébacées telles que le cuir chevelu, le visage avec principalement la barbe, le torse et certains
plis du corps'?! (Figure 14). La DS est une pathologie chronique qui évolue en poussée. Aujourd’hui la
prévalence mondiale est de 1 & 3 % de la population adolescente et adulte'? mais augmente tout au
long de la vie, jusqu’a 14% dans les populations 4gées'?312°, et se développe préférentiellement chez
les hommes. Mais elle est particulierement connue pour sa forme infantile qui a une prévalence
d’environ 70 % chez les bébés de 3 mois. Plusieurs facteurs favorisent I'apparition de cette dermatose,
comme la maladie de Parkinson ou I'infection au VIH, ou la DS va apparaitre chez 40% au stade VIH et
va méme jusqu’a 80% des patients avec une forme de SIDA'?2. Aujourd’hui avec les nombreuses
avancées, il est possible de proposer plusieurs mécanismes corrélés ensemble pour la pathogenese de
la DS, avec principalement une perturbation du microbiote via une prolifération accrue de Malassezia,
déclenchant une réaction inflammatoire et donc une réponse immunitaire. On retrouve également une
production de sébum augmentée et/ou modifiée ainsi que la perturbation de certains
neurotransmetteurs cutanés, une desquamation anormale des kératinocytes et des troubles de Ila
fonction barriere.

Figure 14 : Photo de patients atteints de dermatite séborrhéique (DS) . a) DS d’un adulte avec peau claire sur le bord
des cheveux. b) DS d’un adulte avec peau foncée sur le bord des cheveux .c) DS du nourrisson également appelée crolites de
lait. d) DS classique de I'adulte : lésions érythémateuses du cuir chevelu qui descend dans la nuque. Photo a) par S bhimji, MD
via Tucker et al. 2024 ; PMID: 31869171. b) c) & d) obtenue par Samuel Freire Da Silva et contributeurs, en acces libre via Atlas

dermatologico.

4.4.1.1 Malassezia principal facteur microbiotique de la DS et ses impacts sur les lipides

cutanés

La levure Malassezia est une levure naturellement présente sur la peau humaine, et est le genre
le plus abondant de la flore fongique cutanée. Elle est particulierement impliquée dans la DS via sa
fonction lipasique tres forte. Ce mécanisme est d’autant plus important qu’elle évolue dans le sébum
qui se trouve étre un milieu composé principalement de lipides. Parmi ces lipides, on retrouve un grand
nombre de GLs, comprenant les monoglycérols, diglycérols et TGs qui possédent un glycérol sur lequel
il est fixé respectivement 1, 2 ou 3 acides gras. Chez Malassezia, ses lipases sont adaptées a la
dégradation des GLs'?®'?” afin de fournir a la levure une source de carbone. Cette consommation
d’acides gras provenant de GLs dégradés va entrainer la libération et I'accumulation d’acides gras a
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chaine courte et insaturée (Figure 15). Ainsi, une diminution des GLs est observée au profit des acides
gras libres insaturés a chaine courte a la surface de la peau des patients DS, ainsi que de certains
marqueurs inflammatoires tels que I’histamine ou les oxylipines'?®12°, Cette altération lipidique du
sébum a la surface de la peau entraine une perturbation de la fonction barriere cutanée du SC,
caractérisée par une modification du profil des Cer avec la diminution des Cer[P] et augmentation des
Cer[S], rendant la peau plus vulnérable aux irritations et aux infections*°.
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Figure 15 : Les lipases sécrétées par Malassezia décomposent les lipides du sébum du cuir chevelu, principalement les GLs
(mono-, di- et triglycérides), en acides gras libres saturés et en acides gras libres insaturés. Les acides gras libres saturés sont
consommeés par Malassezia comme source de carbone, tandis que les acides gras libres insaturés s'accumulent sur la couche

cornée. Cette accumulation entraine une dysrégulation de la fonction barriére et un érythéme de la peau. PIE : Perte d'eau

transépidermique ; SFFA : Acides gras libres saturés ; UFFA : Acides gras libres insaturés. Créé avec https://BioRender.com

L'approche varie en fonction de I'dge du patient, de la distribution de la pathologie et de sa
sévérite. Une des approches les plus courantes est I'application d’antifongique local afin de réduire
I'impact des déréglements de la flore cutanée, mais lors de poussés plus sévéres |'utilisation d’anti-
inflammatoire chez I'adulte est ajouté. Pour les traitements du cuir chevelu il y a souvent des
associations d’antifongiques, d’anti-inflammatoires ainsi que certains actifs antiprurigineux et/ou
kératolytiques. Un traitement oral peut-étre envisagé pour les patients avec des atteintes généralisées,
avec un traitement aux propriétés antifongiques et anti-inflammatoires comme le kétoconazole,
I'itraconazole et le fluconazole™!. Enfin pour les personnes atteintes de VIH-SIDA et de DS le traitement
antirétroviral améliore fréquemment les atteintes DS.

4.4.2 La Dermatite Atopique

La DA est également une maladie cutanée inflammatoire chronique. Elle est la principale cause
mondiale de dermatose affectant jusqu'a 20 % des enfants et 10 % des adultes dans les pays
développés®?. La DA est caractérisée par une xérose (sécheresse) cutanée généralisée avec des plaques
cutanées érythémateuses (rouge), lichénifiées (épaississement de la peau avec hyperpigmentation qui
survient en réponse a des grattages répétés et prolongés), gonflées, humides (vésicules) et
prurigineuses. Les premiers signes sont généralement observés pendant I'enfance, se manifestant des
I'dge de 3 mois, méme si cette affection peut apparaitre a tout moment. Le schéma de la zone affectée
varie avec |'age comme le montre la Figure 16. Les nourrissons présentent un érytheme mal défini,
largement réparti recouvrant souvent des grandes surfaces du dos. La localisation des Iésions évolue
légerement autour de 8-9 mois ol on les retrouve principalement sur le visage. Chez les enfants les
|ésions se retrouvent au niveau des fléchisseurs comme le pli du coude ou sur les genoux. Enfin chez les
adolescents et les adultes les plaques lésionnelles, dominées par la xérose et les lichénifications, sont



situés souvent sur les mains, le pli du coude, les paupiéres et de cuir chevelu, bien qu’elles restent
diffuses sur tout le corps.

Figure 16 : Photos et illustration de la localisation des signes cliniques de la dermatite atopique. a). Photo d’un
érythéeme sur le visage d’un nourrisson. b) Photo d’une atteinte sur le tronc d’un nourrisson. c) Photo d’une atteinte d’un
adulte de type caucasien au niveau du creux du coude. d) Photo d’un adulte avec la peau foncée atteint par la DA au niveau
du creux des genoux. e) Les nourrissons présentent un érythéme mal défini, largement réparti, recouvrant souvent des
grandes surfaces comme au niveau du visage ou du tronc. f) Chez I’enfant les Iésions se retrouvent au niveau des fléchisseurs
comme le pli du coude ou sur les genoux. g). Adultes les plaques lésionnelles sont situées souvent sur les mains, le pli du
coude, les paupiéres et de cuir chevelu, bien qu’elles restent diffuses sur tout le corps. Photos a) et c) obtenue a partir de
Samuel Freire Da Silva et contributeurs en accés libre via Atlas dermatologico. Photos b) et d) obtenues a partir de “Atopic
dermatitis” de Langan et al. avec la permission de Elsevier schémas e), f) et g) adapté de
« pattern_of atopic_eczema_varies_with_age » par Madhero88, sous licence CC BY-SA 3.0 via Wikimedia Commons.

La physiopathologie de la DA est complexe et implique des facteurs de prédisposition tels que le
dysfonctionnement de la barriere épidermique, le déréglement du systeme immunitaire et la dysbiose
du microbiote et des facteurs déclenchants comme le stress, les allergénes ou la transpiration. Le déficit
de la barriére cutanée est lié a plusieurs facteurs et notamment a des prédispositions génétiques. En
effet, il y a environ 75% d'héritabilité dans la DA et plus de 30 loci génétiques ont été identifiés comme
liés a la pathologie'®. La perte de fonction du géne FLG (codant pour la filaggrine (FLG)) est la premiére
et la plus décrite, entrainant une barriére cutanée perturbée et une augmentation de la PIE®*, Par
ailleurs, il a été observé une dérégulation de la flore cutanée avec une corrélation de la sévérité de la
DA avec une présence accrue de Staphylococcus aureus et une diminution de la diversité

microbiologique®®>.

Un large nombre d’études a aujourd’hui confirmé l'implication importante des lipides du SC chez
les patients atteints de DA et principalement des SPs. En effet les études rapportent une diminution
significative de la teneur totale en Cer dans le SC des patients atteints de DA comparés aux sujets
sains'3®, et ce depuis de nombreuses années'*”13 ainsi qu’une réduction de la longueur de chaines des
différents lipides du SC comprenant des Cer, des SPB, des acides gras libres et des acides gras
hydroxylést13%140 Cette diminution des chaines des lipides présents dans le SC provoque une baisse de
la fonction barriére via une perturbation de I'organisation lamellaire de la partie superficielle de
I’épiderme et plus les chalnes sont courtes moins les interactions sont possibles pour garder la fonction
« mortar » du SCamenant a une augmentation de la perte d'eau transépidermique®°. Ces modifications
sur les chaines lipidiques sont bien connues et sont corrélées avec une expression altérée d'enzymes
comme les élongases 1 et 4 (ELOVL1 et ELOVL4)¥*11%2, Les rapports entre les familles de Cer sont eux
aussi perturbés chez les sujets DA avec une augmentation des Cer de la famille [NS], de surcroit ces Cer
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sont souvent corrélés avec un état inflammatoire augmenté'#*-14 Cette modification est souvent
observée par un rapport entre les Cer [NS] et les Cer [NP], un parameétre qui est fortement corrélé a la
PIE et qui augmente chez les personnes atteintes de DA montrant une perturbation importante de I'état

de la barriére épidermique®“®.

La peau humaine posséde quatre microenvironnements différents avec un microbiote unique®* :
- Humide avec staphylocoques, corynebactéries et protéobactéries

- Sec avec flavobactéries, protéobactéries et corynebactéries

- Sébacée avec cutibacterium et staphylocoques

- Autres regroupant les couches dermiques, les follicules pileux et les glandes sudoripares

Mais ce microbiote cutané change en fonction de I'environnement, de I’age, de la santé et de
I’état nutritionnel. Aujourd’hui nos modes de vie ont changé via une augmentation du mode de vie
urbain qui modéle notre microbiome par une diminution de sa diversité provoquant une augmentation
des pathologies comme la DA™, La diversité réduite et une expression déséquilibrée des microbes se
manifestent sur la peau DA par un déclin de certains genres comme Streptococcus, Cutibacterium,
Corynebacterium, Prevotella et Acinetobacter, une augmentation considérable de Staphylococcus,
notamment S. aureus™!. Etant un pathogéne opportuniste, S. aureus va proliférer, favorisé par
I'augmentation du pH cutané des peaux DA, briser la barriere épithéliale et activer le systéme
immunitaire de I'héte, entrainant une inflammation de la peau®®?. Ce lien entre S. aqureus et la DA est
une spirale perpétuelle ou le dysfonctionnement de la barriére cutanée facilite la colonisation de S.
aureus de par la diminution de la FLG¥*'* et que S. aureus induit la production de protéases et de
toxine augmentant la dégradation protéique et I'état inflammatoire qui diminue la fonction
barriére!®>1%,

Plus récemment, des études ont montré que Staphylococcus epidermidis, bien que
principalement impliqué dans des processus bénéfiques pour la peau grace a la libération de peptides
antimicrobiens ciblant S. aureus®™’%1, peut également avoir une action pro- inflammatoire!?1¢*, Cette
action pro-inflammatoire implique la production de phenol-soluble modulin (PSM), qui induit une
inflammation cutanée similaire a S. aureus'®>% et est amplifiée par I'abondance plus importante de S.
epidermidis dans la peau DA%*167.168 également corrélée a la gravité de la pathologie'®1%°, Un effet
similaire est également suspecté pour une levure surabondante dans la DA et particulierement pour la
DA des mains et du cou, Malassezia furfur’®, également bien connue pour avoir un impact négatif dans
la DS.

Il n’existe pas de traitement de fond de la DA mais il est possible de réguler I'inflammation et de
traiter les symptomes. Le premier traitement de la DA repose sur des mesures préventives afin de
protéger et hydrater la peau avec pour conseil I'application journaliere d’émollient permettant de
diminuer le besoin en médication et d’espacer les poussées’*™173, Ensuite pour les patients atteints de
DA légere a modérée le traitement de premiere intention est basé sur l'application de stéroides
(inhibiteurs de calcineurine) ou de corticoides, qui peuvent étre risqués en usage prolongé et souvent
inappropriés chez des adolescents et des nourrissons'’¥174175 D’autres traitements sont possibles
comme la photothérapie et des traitements oraux pour les patients atteints de DA séveére et/ou avec
complications. Egalement ces derniéres années, de nouvelles biothérapies ont émergé pour le
traitement de la DA, ciblant des voies spécifiques du systéme immunitaire et offrant des perspectives
thérapeutiques prometteuses. Le dupilumab, inhibiteur des interleukines IL-4 et IL-13, a démontré une
efficacité remarquable, avec une amélioration significative de la qualité de vie des patients!’¢178,
D'autres molécules ciblent également I'lL-13, comme le tralokinumab et le lebrikizumab?'’®, tandis que

~ ~



les inhibiteurs de JAK, notamment I'upadacitinib, apparaissent comme des alternatives pertinentes’*"
181 Des recherches récentes s’intéressent a des cibles émergentes, telles que le TSLP ou les cytokines de
la famille IL-1, qui pourraient permettre de mieux contréler des symptomes persistants, comme le
prurit’®2, Par ailleurs, des thérapies visant a corriger la dysbiose du microbiome cutané se développent,

ouvrant la voie & des approches innovantes!®,

4.4.3 Le Psoriasis

Il y a un peu moins de 10 ans, en 2014, I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) avait déja
reconnu le Pso comme une « maladie chronique, non transmissible, douloureuse, défigurante et
invalidante pour laquelle il n’existe aucun remede et qui a un impact négatif important sur la qualité de
vie des patients »%8* en raison du fardeau émotionnel, social et économique que représente la maladie.
En effet elle affecte diverses zones visibles et/ou socialement cruciales comme le visage, les mains, les
pieds ou les organes génitaux externes. Aujourd’hui encore cette maladie inflammatoire chronique avec
une pathogenése complexe et multifactorielle qui n’est pas encore entierement comprise ne peut étre
soignée, seuls les symptomes sont soulagés. Le Pso touche tous les ages et tous les pays, bien que plus
fréquent chez les personnes a peau claire et de pays développés'®® mais avec des prévalences variant
entre les pays entre 0,09 % et 11,43 %, représentant au total au moins 100 millions de personnes dans
le monde et ce chiffre ne cesse d’aumenter'®-188 |e Pso le plus courant est le Pso en plaques, qui sera
le Pso traité dans cette theése, il semble impliquer une activité excessive des lymphocytes T899 ainsi
gu’une combinaison de facteurs génétiques, de perturbations immunologiques et de stimuli
environnementaux!®2. Ce Pso se caractérise par une inflammation cutanée et une hyperprolifération des
kératinocytes, qui entrainent la formation de plaques squameuses et prurigineuses, de couleur pale sur
peau blanche et grise argentée sur peau noire, que I'on retrouve préférentiellement sur les mains, les
coudes et les genoux (Figure 17). Elle évolue par poussées dont la fréquence et l'intensité sont
imprévisibles et possede un certain nombre de déclencheurs externes et des comorbidités importantes,
comme l'arthrite, les maladies cardiovasculaires, les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin
et la dépression.'8

a)

Figure 17 : Photo de patients atteints de Psoriasis . a) Plaque squameuse d’un adulte avec peau claire sur I'avant-bras.
b) Plaque prurigineuse et squameuse d’un adulte avec peau claire sur I'avant-bras. c) Plague squameuse et prurigineuse, de
couleur grise argentée sur un patient avec la peau noire. Photo a) obtenue a partir de Samuel Freire Da Silva et contributeurs,
en accés libre via Atlas dermatologico. Photos b) photos libres de droit obtenue sur Adobe Stock c) Reproduit partiellement
avec les autorisations respectives de Griffiths et al. et d’Elsevier
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Le microbiote cutané et plus particulierement sa diversité est d’'une importance capitale dans le
maintien de la santé de la peau et une dysbiose de ce microbiote est liée a diverses affections cutanées
comme ce qui est observé dans la DA et la DS. Pour le Pso les recherches sont moins importantes et
surtout plus récentes donc avec moins de conclusions que pour la DA par exemple. Malgré cela,
certaines familles de microorganismes et plus particulierement de bactéries semblent étre corrélées ou
négativement corrélées aux plaques psoriasiques. C'est le cas des Bacteroides qui leur présence dans
les peaux permettent de prévenir le Pso via un effet anti-inflammatoire chez les patients atteints de
Pso!®3, Une autre bactérie modifiée dans le microbiote du Pso est la bactérie C. acnes qui est retrouvée
diminuée, or cela pourrait étre le reflet d'un microenvironnement inhospitalié a ces micro-organismes
et joue probablement un réle central dans la pathogenése du psoriasis ou pourrait étre impliqué dans
I’aggravation de la maladie!®. Cette fois plusieurs études ont montré une augmentation de
Streptococcus spp chez les sujets psoriasiques et était liée a la pathogenése du Pso'®>°®, Bien que
certaines modifications du microbiote soient observées dans les peaux psoriasiques, il est important de
noter que Drago et al. en 2016 observent une diversité bactérienne trés faible!®’. Cependant toutes ces
études ont parfois des résultats incohérents ce qui suggere que le mécanisme que joue le microbiote
cutané sur la pathogenése du Pso est encore complexe®®,

Les peaux psoriasiques présentent non seulement une diminution de la diversité bactérienne,
mais aussi des altérations profondes du profil moléculaire cutané. La littérature rapporte une altération
de la fonction barriére du SC, avec un profil des Cer similaire a celui observé dans la DA et la DS avec
diminution des Cer[P] et une augmentation des Cer[S]**°. De plus, le Pso est marqué par une forte
composante inflammatoire, se traduisant par une élévation de biomarqueurs tels que I'histamine et
certaines oxylipines?®. Enfin, ce déséquilibre lipidique s’observe également avec une réduction des
acides gras libres et une augmentation du cholestérol, soulignant I'impact global de la pathologie sur
I’homéostasie cutanée?°12%2,

Le traitement de base du Pso sont des produits topiques qui permettent de réduire les
démangeaisons, le prurit et favorisent la desquamation afin de diminuer les plaques. En premiere
intention il est souvent recommandé d’appliquer en local des topiques avec de I'acide salicylique ou de
I'urée qui ont des actions exfoliantes et hydratantes. Il est également nécessaire de réparer la fonction
barriére avec I'application de Cer , de niacinamide ou de glycérine. Ensuite les corticoides sont une
famille de traitements dermatologiques tres utilisés dans les différentes dermatoses comme dans la DA
mais également pour le traitement du Pso avec une diminution des plaques. Les autres traitements pour
le Pso modéré sont I'application d’analogue a la vitamine D3, jouant un réle sur la prolifération des
kératinocytes, les inhibiteurs de la calcineurine ou le dithranol un extrait d’un arbre brésilien2%, Enfin la
photothérapie est possible pour les patients présentant un Pso modéré a sévéere et est généralement
mise en place dans I'attente d’un relais avec un traitement de fond et repose sur I'effet thérapeutique
de la lumiére UV2%, Enfin pour les personnes avec un Pso sévére des traitements oraux sont possibles.
Les biothérapies, ont comme pour la DA changées ces dernieres années la prise en charge des patients
mais sont seulement mises en place si les autres traitements n’ont montré aucune amélioration sur les
symptomes du patient. Les anti-TNFa (comme l'infliximab ou I'adalimumab) ont été les premiers a
démontrer leur efficacité, mais les biothérapies de nouvelle génération, ciblant I'lL-17 (secukinumab,
ixekizumab, brodalumab) ou I'IL-23 (guselkumab, risankizumab, tildrakizumab), offrent des résultats
plus durables et une meilleure tolérance. Les inhibiteurs d’IL-17 agissent rapidement mais peuvent étre
associés a un risque accru de candidose, tandis que les inhibiteurs d’IL-23, plus récents, permettent un
contréle prolongé de la maladie avec des injections espacées?®. Par ailleurs, des approches innovantes
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comme les inhibiteurs oraux de TYK2 (ex. : deucravacitinib) élargissent les options thérapeutiques avec
une administration simplifiée et une efficacité prometteuse?®®. Ces avancées permettent une prise en
charge personnalisée et améliorent significativement la qualité de vie des patients atteints de psoriasis
modéré a sévere.

4.4.4 |aRosacée

La rosacée est une dermatose inflammatoire chronique du visage qui affecte environ 5,5 % de la
population?®’, avec une prévalence égalitaire entre les hommes et les femmes mais avec des disparités
dans les formes. Cette maladie se manifeste sous diverses formes cliniques?®?%, La forme la plus
courante, appelée érythémato-télangiectasique (Figure 18 a)), se caractérise par des bouffées
vasomotrices et un érythéme persistant au centre du visage, parfois associé a des télangiectasies
(dilatation de petits vaisseaux sanguins situés pres de la surface de la peau). Une autre forme, dite
papulo-pustuleuse (Figure 18 b) et c)), forme étudiée dans cette thése, combine un érythéme facial
central persistant avec |'apparition transitoire de papules ou de pustules, l1ésions pouvant ressembler a
celle de 'acné. Chez certains patients, principalement des hommes, la rosacée prend une forme
phymateuse (Figure 18 d)), entrainant un épaississement de la peau, des irrégularités nodulaires en
surface et une augmentation du volume de certaines zones comme le nez, le menton, le front, les joues
ou les oreilles. Enfin, la rosacée peut aussi se manifester au niveau des yeux, forme oculaire (Figure 18
e)), provoquant une sensation de corps étranger, des brdlures, une sécheresse oculaire, des
démangeaisons, une photosensibilité, une vision floue ou encore un cedéme périorbitaire, souvent
accompagné de télangiectasies de la scleére ou d'autres structures oculaires. La forme érythémato-
télangiectasique représente souvent le stade initial de la rosacée, pouvant évoluer vers des formes plus
séveres, marquées par |'apparition de papules et pustules, voire par la forme phymateuse. Bien que
principalement localisée sur le visage, la rosacée peut également s'étendre a d'autres zones du corps,

notamment le cuir chevelu et la partie antérieure de la poitrine?'°,

Figure 18 : Photos illustratives des 4 formes de la rosacée avec a) une forme érythémato-télangiectasique sur la joue avec
beaucoup de télangiectasies,b) la forme papulo-pustuleuse avec un fort érythéme facial situé sur la joue et c) I'apparition de
papules et pustules sur les joues et le menton. d) La forme phymateuse au niveau du nez traduit par un épaississement de la
peau et des irrégularités nodulaires trés marquées et enfin e) la forme oculaire avec des télangiectasies dans I’ceil. Photos a),
b) et c) obtenues a partir de Samuel Freire Da Silva et contributeurs en accés libre via Atlas dermatologico. Photos d) et e)
obtenues a partie de « Rosacea » avec les autorisations respectives de Frank C. Powell et New England Journal of Medicine,
Copyright Massachusetts Medical Society.

La rosacée affecte principalement les personnes a peau claire (phototypes | et Il), apparaissant
généralement au début de I'4ge adulte avec un pic de fréquence entre 40 et 50 ans?'?. Chez les individus
a peau foncée (phototypes Ill a V), la prévalence semble sous-estimée, probablement en raison d’un


https://www.atlasdermatologico.com.br/disease.jsf?diseaseId=6
https://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMcp042829

3500

w
(=
o
(=]

2500

2000

1500

1000

Nombre d'articles scientifiques publiés

w
(=]
o

diagnostic moins fréquent. De plus, les questions liées aux causes, aux associations possibles et aux
différences selon le sexe demeurent encore aujourd’hui insuffisamment explorées et nécessitent des
études approfondies. Bien qu'il s'agisse d'une dermatose reconnue depuis de nombreuses années, la
physiopathologie exacte et la biologie moléculaire de cette maladie sont encore débattues. Les théories
actuelles mettent en évidence le role du microbiome cutané et de ses effets inflammatoires avec une
implication des systémes immunitaires innés et adaptatifs ainsi qu’une dysrégulation
neurovasculaire?!2, || existe également des dommages induits par les ROS sécrétés par la libération
d'interleukine-1 (IL-1) et de facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a).

Contrairement aux trois autres pathologies étudiées dans cette thése, la rosacée reste une
dermatose encore mal comprise, tant sur le plan physiopathologique que sur les aspects moléculaires
et métaboliques. Les études sur la lipidomique cutanée de la rosacée sont extrémement rares. L'une
des seules disponibles remonte a 1976, menée sur un petit groupe de patients, sans révéler de
différences significatives entre le groupe témoin et les patients atteints de rosacée?!. Ce manque criant
de recherches en métabolomique et lipidomique limite notre compréhension des mécanismes
moléculaires et métaboliques impliqués dans la maladie. En comparant le volume de publications sur la
DA et larosacée, y compris celles portant sur les analyses "omiques" et les autres approches, on constate
un écart considérable (Figure 19), soulignant I'important retard scientifique sur cette pathologie.
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Figure 19 : Nombre d’articles référencé dans PubMed entre 1945 et 2025 sur les mots clés clés « Atopic Dermatitis »,
« Rosacea», « Atopic Dermatitis Metabolomic », « Rosacea Metabolomic », « Atopic Dermatitis Lipidomic » et « Rosacea
Lipidomic ».

Le role des microorganismes dans la rosacée, longtemps centré sur Demodex, s’élargit avec
I'implication d’autres agents comme Bacillus oleronius, Staphylococcus epidermidis et Cutibacterium
acnes. Depuis une dizaine d'années, des études ont, en effet, confirmé une population accrue d'acariens
Demodex (D. brevis et D. folliculorum) dans la peau des patients atteints de rosacée, comparée a celle



de sujets sains?'4. Cette prolifération de Demodex semble stimuler la production de marqueurs
inflammatoires, tels que l'interleukine-8 (IL-8), IL-1B et le TNF-a, qui favorisent I'angiogenese mais
également la prostaglandines E2%7. Ce mécanisme pourrait expliquer les télangiectasies,
caractéristiques marquantes de la rosacée.

Ensuite, Bacillus oleronius, une bactérie Gram-négative associée a Demodex, jouerait également
un role important dans la physiopathologie de la rosacée en produisant des protéines antigéniques
susceptibles de contribuer a I'inflammation observée dans cette pathologie?’®.

En outre, une étude menée par Holmes et al. a révélé une augmentation de la présence de
Staphylococcus epidermidis dans les lésions pustuleuses des patients atteints de rosacée?'*. Ce
phénomeéne pourrait étre lié a I'augmentation du flux sanguin facial, qui éléve la température cutanée.
Or, a des températures plus élevées, S. epidermidis modifie son comportement, produisant des facteurs
de virulence, qui sont absents chez les sujets sains?'®. Il est probable que le micro-environnement
perturbé par la rosacée favorise cette prolifération, aggravant ainsi les symptémes de la maladie.

En raison de la complexité de la rosacée et des connaissances encore a approfondir, diverses
approches thérapeutiques sont utilisées pour son traitement. Dés le diagnostic, comme pour la DA, la
premiere étape consiste a éduquer le patient afin de I'aider a identifier et a minimiser les facteurs
environnementaux qui aggravent les symptdmes ou déclenchent des poussées. L’établissement d’une
routine de soins adaptée est également essentiel pour réduire les risques de récidive. Si ces mesures
préventives ne suffisent pas, des traitements médicamenteux, qu’ils soient topiques ou systémiques,
sont introduits pour contréler les poussées et en espacer leur survenue. Ces traitements sont souvent
hautement personnalisés, combinant différentes approches pour cibler les multiples manifestations de
la rosacée et améliorer la qualité de vie du patient.

Les traitements topiques offrent plusieurs options pour la prise en charge de la rosacée. Parmi
eux, on retrouve des anti-inflammatoires tels que I'acide azélaique ou les rétinoides comme I'adapaléne
ou des antiparasitaires ou antibactériens, tels que I'ivermectine et lemétronidazole?°’2%,



5 De l'acquisition des données a l'identification moléculaire

5.1 Le SpiderMass

Depuis 2012, le laboratoire PRISM développe un outil novateur appelé SpiderMass permettant
de réaliser des analyses in-vivo en temps réel de facon non-invasive®®%2 (Figure 20a)). Cette
technologie repose sur la réalisation d’'un micro-échantillonnage des tissus biologiques via un laser
nanoseconde émettant a une longueur d'onde de 2940 nm (moyen-infrarouge) qui permet d'exciter
spécifiqguement les bandes d'absorption des liaisons O-H présentes notamment dans les molécules
d'eau*®. L'excitation des molécules d'eau présentent dans la peau entraine un phénoméne de
désorption/ionisation des molécules environnantes par un processus d’excitation résonante, créant un
aérosol. Enfin cet aérosol est transporté jusqu’au spectrometre de masse via un tube qui peut étre long
de plusieurs métres. Cette méthode d’excitation permet une ablation trés courte avec un transfert
thermique trés limité aux tissus environnants, ce qui limite son invasivité. En effet le laser a une
profondeur de pénétration faible des tissus estimé a moins de 5 um par tir laser sur des tissus et dépend
de I’énergie laser choisie pour I'analyse. Ainsi, I’eau endogene des tissus devient une matrice permettant
de réaliser un processus MALDI. Le processus de désorption/ionisation généré dans ce contexte a été
appelé WALDI pour le différencier du MALDI traditionnel réalisé ex-vivo. Les spectres MS acquis
présentent des caractéristiques similaires a celles observées lors du processus MALDI avec, comme
|'effet collectif, une faible fragmentation (si I'énergie laser utilisée est juste au-dessus du seuil d'énergie
pour la production d'ions) et la capacité de détecter a la fois des ions positifs et négatifs et d'analyser
des molécules polaires mais également apolaires sur une méme analyse. Le systeme SpiderMass est trés
polyvalent, développé au départ pour apporter une aide a la décision pour la chirurgie guidée des
cancers®®, il s’est avéré étre un outil de choix pour I'étude de la peau par sa faible pénétration. En effet
il est connu pour sa facilité a analyser les lipides ce qui apporte un point positif supplémentaire a son
utilisation sur la peau ou ils sont les composants majeurs. Toutes ces caractéristiques en font un outil
de choix pour I'analyse des pathologies de la peau comme les dermatoses qui sont des pathologies avec
une forte prévalence dans nos pays.

Plus précisément le SpiderMass est composé d’un systéme d'oscillateur paramétrique optique
(OPO) couplé a une pompe a grenat d'yttrium-aluminium dopé au néodyme (Nd:YAG), avec une
longueur d’onde définie a 2,94 um, fournissant une impulsion laser d’'une durée d’environ 6 ns. Ce laser
est un Radiant de chez Opoteck et est utilisé comme source du systéme. Notre systéme a cette longueur
d’onde fournit la puissance d’énergie laser de 1,5 mJ/impulsion aprés la fibre, permettant de limiter la
fragmentation. L'analyse des volontaires dans les études cliniques nécessite une automatisation de
|'échantillonnage pour mieux contréler la distance focale et donc la reproductibilité et pour cela la fin
de la fibre optique est placée sur un bras motorisé automatique avec un détecteur de distance. Ce bras
permet un déplacement dans les axes X, Y et Z afin de reproduire des formes tout en suivant les aspérités
de la surface a prélever. Avec le logiciel MOLO qui dirige le bras il est possible de choisir la forme, les
dimensions ainsi que le pas et la vitesse comme paramétres d’entrée.



Acquisition des
données en temps réel
Fibre
optique
. ¥ )
|
| Tube de transfert
Interface
APCl-Like
b)
Arrivée de solvant
Tube de transfert
Venturi
Nébuliseur

Arrivée de gaz nébuliseur

Cartouche chauffante

Ligne électrique de
I'aiguille corona

Figure 20 : a) Représentation schématique de la configuration SpiderMass pour des expériences in-vivo. La configuration
SpiderMass est équipée du dispositif de micro-échantillonnage laser a fibre optique Radiant de chez Opoteck, d'un tube de
transfert d'ions et d'un spectrométre de masse Q-ToF (IMPACT 1) de Bruker qui possede a son entrée une interface APCl-Like ;
b) Interface APCl-like pour I'analyse SpiderMass. Les molécules sont aspirées par le tube de transfert, puis mélangées a un
solvant pulvérisé pour ensuite étre chauffées par la cartouche chauffante, puis pénétre dans la source et traverse la décharge
de l'aiguille corona. QToF : Analyseur composé d’un quadripéle et d’'un Temps de vol ; APCI : Ambient lonization Mass
Spectrometry (Spectrométrie de masse a ionisation ambiante)

Apreés le tir laser, les molécules désorbées sont aspirées et transportées jusqu’au spectrometre
de masse par un tube en polymere de 4 metres de long, positionné juste au-dessus du tissu analysé.
Dans le cas du prototype SpiderMass reproduit dans les locaux de PFDC a I'Hbtel Dieu, le systéme est
un spectrometre de masse de type Q-ToF (IMPACT Il) de Bruker Daltonics. Le spectrométre est
également équipé d’une interface dédiée qui a été développée en collaboration entre PRISM et PFDC.
Cette interface repose sur un mécanisme APCl-like. Cette interface, basée sur une source APCI
commerciale, a été adaptée aux spécificités du SpiderMass grace a I'ajout d’'un systeme d’aspiration
Venturi (Figure 20b)). Ce systeme améliore I'efficacité en mélangeant I'aérosol aspiré a un solvant



composé d’isopropanol et d’eau (50/50), auquel est ajouté de I'azote. Ce mélange est ensuite soumis a
une aiguille corona qui génére une décharge électrique. Cette décharge ionise le solvant, permettant
ensuite des réactions de transfert de protons. Les ions en phase gazeuse sont ensuite dirigés dans le
spectrometre par les champs électriques autour du capillaire de transfert. Ce processus réalise une
ionisation chimique sous pression atmosphérique, optimisant I'analyse des molécules. Le spectromeétre
de masse est quant a lui un Q-ToF composé d’un quadripéle, utilisé pour la sélection de I'ion parent en
MS/MS, suivi d’'une cellule de collision qui permet de fragmenter I'ion parent par « Collision Induced
Dissociation » (CID) et enfin d’un analyseur ToF. En mode MS simple, les deux quadripdles sont en mode
transparent et les ions directement analysés par le ToF. Le ToF est en configuration orthogonale et les
ions arrivant dans le ToF sont accélérés orthogonalement (afin d’éviter une dispersion spatiale trop
importante des ions au moment de |'accélération) et le ToF comprend un réflecteur, dans lequel les ions
opéreront un demi-tour avant d’étre réaccélérés vers le détecteur. Le réflecteur permet d’augmenter
le pouvoir résolutif (en augmentant le trajet des ions) et la résolution spatiale en jouant le réle de filtre
en énergie cinétique, permettant ainsi une compensation des dispersions spatiales et temporelles des
ions au moment de |'accélération.

5.2 Méthodes d’acquisitions

La méthode d’acquisition a principalement été optimisée lors de la thése du Dr Saudemont aussi
bien sur I'acquisition des données en mode positif qu’en mode négatif. Cette optimisation est faite pour
disposer d’une méthode qui permet aussi bien d’observer les petits que les plus grands m/z, jusqu’a
environ 1000 u. afin de couvrir la plus grande plage de m/z possible pour les études cliniques.

5.2.1 Optimisation des modes positif et négatif

La totalité des études cliniques a initialement été réalisée en mode positif, ce mode ayant offert
une excellente réponse des échantillons et une intensité de signal nettement supérieure a celle du mode
négatif, comme illustré dans la Figure 21a), qui compare les spectres obtenus en mode positif et en
mode négatif, lors des premiéeres optimisations. La méthode d'acquisition MS optimisée pour les études
cliniques par le Dr. Saudemont scanne entre les m/z 50 et m/z 1600 avec des paramétres de source et
de transfert adaptés a une vue globale du spectre obtenu sur des échantillons de sébum et de peau.

Bien que le mode négatif n’ait pas été utilisé dans les études cliniques menées au cours de cette
thése, une optimisation préliminaire de la méthode analytique a tout de méme été réalisée dans ce
mode. Un changement de solvant a notamment permis d’améliorer la sensibilité d’analyse, en utilisant
un mélange Chloroforme/Méthanol/Isopropanol (1:2:4, v/v/v) avec 7,5 mM d’acétate d’ammonium,
selon le protocole établi par I'équipe de Sadowski et al. pour leurs analyses lipidomiques cutanées en
shotgun lipidomics’®. Ce nouvel ajustement a significativement amélioré la qualité des spectres MS en
mode négatif, comme [l'illustre le spectre bleu présenté dans la Figure 21b). Cette modification du
solvant d’infusion permet d’avoir un solvant plus apolaire légérement basique favorisant la
déprotonation des groupements COOH que I'on peut par exemple retrouver dans les FFAs et la
désolvatation des GLs et Cer.
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Figure 21 : a) Spectre MS acquis au SpiderMass en mode positif (spectre rose) et en mode négatif (spectre violet), avec le

solvant utilisé lors des étude cliniques (Isopropanol/Eau (50%/50%)) ; b) Spectres MS acquis au SpiderMass en mode positif
(spectre rose) et en négatif avec le changement de solvant (Chloroforme : Méthanol : Isopropanol (1:2:4, vol))(spectre bleu).

Une comparaison entre les méthodes en mode négatif et en mode positif a été effectuée en
utilisant les parametres sources optimisés pour la détection des Cer (ces optimisations sont décrites par
la suite). Avec cette configuration, le mode négatif permet la détection de 19 600 m/z, contre 12 200 en
mode positif. Toutefois, malgré cette meilleure couverture, le mode négatif présente une intensité
maximale plus faible (2,9x10°) que celle observée en mode positif (1,0x107). Enfin, en appliquant un
seuil d’intensité a 10 000, correspondant au minimum requis pour obtenir un spectre de fragmentation
suffisamment informatif, le mode positif permet la détection de 904 masses exploitables contre
seulement 481 en mode négatif. Ces résultats confirment que, malgré une couverture plus large en
mode négatif, le mode positif reste plus performant pour les analyses nécessitant une fragmentation
fiable, grace a une intensité de signal plus élevée sur les ions détectés.

5.2.2 Optimisation de méthodes pour I’analyse et |la fragmentation de céramides

ou de métabolites

La méthode développée et optimisée pour les études cliniques offre une vue d’ensemble du
spectre de la peau et du sébum. Cependant, pour fragmenter efficacement certaines molécules, il a été
nécessaire d’ajuster les parameétres de la source et de transfert du spectrométre de masse afin de mieux
cibler certaines familles de molécules a analyser. Dans cette optique, deux méthodes de fragmentation
ont été mises au point et optimisées, I'une dédiée aux métabolites, caractérisée par de faibles m/z, et
I"autre spécifiqguement congue pour les Cer. Ces derniéres, bien que fortement présentes dans la peau
et particulierement affectées en cas de dermatoses, présentaient parfois des intensités trop faibles pour
permettre leur fragmentation.

L'optimisation de la méthode dédiée aux Cer a été réalisée directement sur la peau, en I'absence
de standards de Cer disponibles. Chaque parameétre a été testé individuellement, en prenant comme
point de départ la méthode utilisée lors des études cliniques. Le premier parameétre de la source APCI-

900 m/z




Like, ajusté fut la température de vaporisation, initialement fixée a 350°C, qui a été augmentée a 450°C.
Cette modification a permis une amélioration notable du profil des Cer. Ensuite, le voltage de I'aiguille
corona a également été augmenté afin d’optimiser leur détection. Comme pour la température de
vaporisation, cette augmentation du voltage n’est pas recommandée pour les analyses de routine en
raison de l'usure accrue du matériel, mais reste pertinente pour des méthodes de fragmentation
ponctuelles. En revanche, les autres parameétres testés, la pression du gaz nébuliseur, le débit du dry gaz
et la fréquence de I'Hexapéle RF, n’ont pas montré d’'impact significatif sur le signal des Cer et n'ont
donc pas été modifiés.

En conclusion, I'optimisation de la méthode dédiée a I'analyse et a la fragmentation des Cer a
nécessité une augmentation de la température de vaporisation ainsi que du voltage de I'aiguille corona.
Ces ajustements ont considérablement amélioré le profil des Cer, comme l'illustre la Figure 22 a), ou le
profil vert se distingue par une intensité accrue par rapport au profil rose dans la zone des Cer du spectre
MS.

Ensuite I'optimisation de la méthode dédiée aux métabolites s’appuie sur I'ajustement de deux
parametres clés de I'interface APCl-like, I'augmentation de la température de vaporisation de 350°C a
450°C et I'élévation du voltage de I'aiguille corona a 6000 A, suivant la méme approche que pour la
méthode des Cer. Cependant, la modification la plus déterminante pour I'analyse et la fragmentation
des petites molécules, telles que les métabolites, a été la réduction de la fréquence de la tension de la
cellule de collision avec une diminution de 900 a 500 Vpp. Cet ajustement a permis une meilleure
transmission des ions de faible masse en mode MS et une fragmentation plus efficace en mode MRM
(Multiple Reaction Monitoring), (Figure 22 b)). La Figure 22 a) illustre clairement que ces ajustements
ont permis d’augmenter considérablement le nombre de petites molécules détectées, comme en
témoigne le spectre bleu, bien plus riche en signaux de faible m/z que les spectres roses et verts.
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Figure 22 : a) Spectre MS de la peau obtenu en analyse in-vivo avec la méthode optimisée pour les études cliniques (spectre
MS rose), pour I'analyse et la fragmentation des Cer (spectre MS vert) et pour I'analyse et la fragmentation des métabolites
(spectre MS bleu) ; b) Spectres de fragmentation de trois acides aminés (Histidine, Phénylalanine et Tyrosine) avec la méthode
Wide (Rose), qui est la méthode développée pour les études cliniques, et avec la méthode Métabo (Bleu), optimisée pour
I"analyse et la fragmentation des petites molécules telles que les métabolites.



Comme pour le mode positif, le mode négatif a également fait I'objet de plusieurs optimisations
afin d’obtenir une visualisation et une fragmentation optimales des Cer et des métabolites. Tout
d’abord, le changement de solvant a significativement amélioré la qualité du spectre, passant d’un
spectre peu informatif (en rose) a un spectre beaucoup plus riche (en bleu foncé), comme illustré sur la
Figure 23. Ensuite, en s’appuyant sur les ajustements réalisés en mode positif, la température de
vaporisation, un parametre clé pour la détection des Cer, a été augmentée de 350 °C a 450 °C. Ce réglage
a permis d’enrichir le spectre MS, représenté en vert sur la Figure 23. Enfin, comme en mode positif, |a
détection des petites molécules telles que les métabolites, a été améliorée en réduisant la fréquence
de la tension appliquée a la cellule de collision. Ce réglage optimise le transfert des ions, offrant ainsi
une meilleure visualisation des métabolites, comme en témoigne le spectre bleu clair de la Figure 23
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Figure 23 : Spectre MS de la peau obtenu en analyse in-vivo avec la méthode optimisée pour les étude cliniques (spectre MS
rose), apres changement du solvant d’infusion passant d’un solvant composé d’Eau/Isopropanol (50%/50%) & un solvant
composé de Chloroforme/Méthanol/Isopropanol (1/2/4, vol) + 7,5mM d’acétate d’ammonium, pour I'analyse et la
fragmentation des Cer (spectre MS vert) et pour I'analyse et la fragmentation des métabolites (spectre MS bleu)

5.3 Workflow d’acquisition : du prélevement aux résultats

De par I'absence de chromatographie liquide ou de toute autre méthode séparative en amont du
spectrometre de masse, et de par la nature du préléevement d’échantillon in-vivo sur la peau des patients
et donc sans aucune préparation, le workflow d’acquisition et de retraitement de données a été bati
spécifiguement pour répondre aux besoins du projet.

5.3.1 L'acquisition des données

Les données acquises in-vivo sont obtenues pour une énergie en sortie de la fibre optique du laser
de 0,8 mJ/pulse permettant d’obtenir une désorption/ionisation suffisante du matériel pour avoir un
TIC (Total lon Current, Courant lonique Total) exploitable, tout en restant non invasif et en sécurité pour
le patient, notamment lorsque le prélévement est réalisé sur le visage. En effet, les mesures SpiderMass
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peuvent étre effectuées aussi bien sur les bras, ce qui est courant pour les mesures contréle (CTL) ou
pour des pathologies comme la DA ou le Pso, que sur le visage, comme c'est le cas pour I'analyse de
I'acné ou de la rosacée. Selon la zone a mesurer, le patient est placé sous I'extrémité de la fibre optique
du laser, via un positionnement adéquat du bras motorisé, dans une position confortable afin de limiter
les micromouvements. Cette position peut étre assise, couchée sur le dos ou couchée sur le ventre pour
des cas d’acné du dos comme sur la Figure 24 a), b) et c)). Le bras motorisé permet un ajustement précis
de la distance focale du laser tout au long du prélevement, afin de suivre les irrégularités de la surface
a analyser et de compenser au mieux les micromouvements du patient. Pour aider les patients a rester
aussi immobiles que possible pendant la mesure, une gouttiére a été congue pour maintenir leur avant-
bras, la zone du corps la plus fréquemment utilisée pour les études (Figure 24 d) et e)). Toutes les
mesures réalisées lors des études cliniques ont été acquises en mode positif.

b)

J| Bras motorisé

as motorisé |

/

Figure 24 : Photos illustratives des acquisitions possibles lors d'une étude clinique sur a) I'avant-bras du patient qui est
placé dans une gouttiére pour favoriser au maximum son immobilité ; b) le visage, ou le patient porte des coques de
protection pour les yeux ; c) le dos. Photos illustratives du placement de I'avant-bras dans la gouttiere avec I'extrémité de la
fibre optique centrée sur la zone de mesure ou d) I'avant-bras placé dans la gouttiére avec le numéro de sujet placé juste au-
dessus de la zone de mesure afin de reconnaitre et d’‘anonymiser la mesure.



Le bras motorisé dispose d’'une seconde fonction : la création de formes, rendue possible grace a
un logiciel sur-mesure développé pour répondre aux besoins de PFDC. Ce logiciel assure une
communication fluide entre le laser, le bras motorisé et le spectrometre de masse, permettant de
centraliser les commandes sur une seule interface et garantissant ainsi une meilleure reproductibilité
des processus. Congu par le Dr Saudemont lors de la these précédente, il offre également la possibilité
de générer diverses figures tout en contrélant précisément leurs parametres, tels que la taille, le nombre
et la fréquence des tirs ou encore I'espacement entre les lignes composant la forme. (Figure 25).

Figure 25 : Exemple de motif pouvant étre fait au SpiderMass grdce au logiciel MOLO

Bien que les acquisitions in-vivo soient privilégiées lors des études cliniques, certaines contraintes,
telles que la collaboration entre plusieurs centres d’investigation cliniques localisés dans plusieurs villes
ou un temps limité pour la présence du sujet, peuvent rendre ces mesures impossibles. Dans ces cas,
des prélevements alternatifs peuvent étre envisagés. Pour les pathologies du visage et du cuir chevelu,
le prélevement a l'aide de papier a cigarettes est recommandé, car il est totalement non-invasif et
permet d’analyser le sébum. Ce papier (papier a cigarettes, JOB), dépourvu de gomme et d’additifs, offre
I'avantage d’un signal de fond lié au support lui-méme tres faible lors des analyses SpiderMass. La
méthode est simple, il suffit de plier le papier a cigarettes en deux, en laissant une partie non exposée
aux lipides pour effectuer une mesure de blanc lors de chaque acquisition et le technicien frotte
délicatement I'autre c6té sur la zone a I'étude (Figure 26 a) et b)). L’autre méthode est le prélevement
par D-Squame®, congue pour analyser le SC. Cette approche permet de collecter des squames
superficielles. Contrairement au papier a cigarettes, le D-Squame® ne génére aucun signal lors de
I"analyse SpiderMass. L’acquisition du blanc repose donc exclusivement sur la mesure du blanc
environnant. Le prélevement D-Squame® est également trés simple a réaliser : le D-Squame® est
appliqué coté adhésif sur la peau du sujet, puis fixé uniformément grace a un applicateur qui exerce une
pression homogéene sur toute sa surface. Enfin, il est délicatement retiré de la peau grace a une pince
(Figure 26 c) et d)). Les analyses SpiderMass réalisées sur des prélévements type papier a cigarettes ou
D-Squame sont non destructives, comme l'illustre la Figure 26e) : aprés les tirs laser, le support reste
intact, seuls de légers points blancs indiquent une simple déshydratation.
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Figure 26 : Photos illustratives du prélévement de sébum grdce a un papier a cigarettes. a) Le technicien apres avoir identifié
la zone, applique sur cette zone, un coté du papier a cigarettes afin de I'imprégner de lipide tout en gardant un coté intact. b)
L’imprégnation de lipide se voit par transparisation du papier a cigarettes. Photo illustrative du prélevement du SC gréce a un
D-Squame®. c) Le technicien place le D-Squame® c6té adhésif sur la peau du sujet et place un applicateur dessus afin d’exercer
une pression homogéne sur toute sa surface, puis d) le D-Squame® est enlevé de la peau délicatement a I’aide d’une pince. e)
L’analyse du papier a cigarettes ou du D-Squame® par SpiderMass est non destructive, apres les tirs laser une déshydratation
est observée par des point blanc sur le papier a cigarettes.

Aprés prélevement, les échantillons de sébum sur papier a cigarettes et de SC sur D-Squame®
sont conservés au congélateur a -80°C. Tous les échantillons d’une étude sont analysés en méme temps
afin de limiter les variations inter-jour et liés aux changements de température ambiants.

L’acquisition des données, qu’elle soit réalisée in vivo sur une zone riche en sébum ou a partir
d’un prélévement papier a cigarettes, fournit des informations globalement similaires. En comparant
les spectres MS obtenus par SpiderMass in vivo sur le visage, une zone a forte production sébacée, avec
ceux issus d’un préléevement de sébum sur papier a cigarettes, ainsi qu’avec ceux acquis in vivo sur
I’avant-bras, cette fois une zone pauvre en glandes sébacées, on observe que le profil MS obtenu in vivo
sur le visage correspond a un mélange des spectres issus du sé€bum (papier a cigarettes) et de ceux du
SC (in vivo avant-bras)(Figure 27 spectres vert, noir et rose). Les acquisitions in vivo révelent donc des
signaux supplémentaires par rapport aux prélevements papier a cigarettes, provenant directement de
la peau. Ainsi, les spectres obtenus a partir du papier a cigarettes refletent principalement la
composition du sébum, tandis que ceux réalisés in vivo sur le visage captent majoritairement les
molécules lipidiques sébacées, tout en incluant des composés d’origine cutanée. Une observation
similaire est faite en comparant les spectres MS obtenus a partir de prélevements D-Squame sur I’avant-



L. [%]

bras (zone pauvre en sébum) avec ceux acquis in vivo au méme endroit (Figure 27 spectre rose et bleu).
Dans ce cas, les profils moléculaires sont équivalents, a I'exception notable d’une intensité et d'un
nombre de signaux plus élevés lors de I'analyse in vivo.
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Figure 27 : Spectres MS issus d’un méme sujet du sébum prélevé a I'aide d’un papier a cigarettes (spectre vert), acquisition in
vivo sur le visage (spectre noir), zone a forte production sébacée, acquisition in vivo sur la face interne de I'avant-bras (spectre
rose) et du SC prélevé a I'aide d’un D-Squame sur la face interne de I'avant-bras. Le spectre du visage (noir) présente un profil
intermédiaire, combinant des ions retrouvés a la fois dans le spectre du sébum prélevé (vert) et dans celui de I'avant-bras
(rose), illustrant ainsi la double origine des signaux observés en in vivo sur une zone a forte concentration en glandes
sébacées. Les spectres MS du SC, obtenus par acquisition in vivo et par prélévement D-Squame, présentent cette fois une

similarité quasi identique.

Un matériels et méthodes des différentes acquisitions est disponible en Annexe 1 : Matériels et
Méthodes pour I'utilisation du SpiderMass.

5.3.2 Le prétraitement et I'analyse statistique

Pour comparer les spectres MS obtenus avec le SpiderMass, un prétraitement des données est
effectué par un logiciel développé en interne sur MatLab (MATrix LABoratory)(Annexe 2 : Prétraitement
des données par MatLab). Ce prétraitement débute par le moyennage des spectres enregistrés durant
la période d’irradiation ainsi que des signaux du blanc, qui correspondent soit aux 30 premiéres
secondes d’acquisition, lorsque le spectrometre capte le blanc environnant, soit a 'enregistrement de la
partie du papier a cigarettes sans lipides. Une fois ces moyennes établies, le signal moyen du blanc est
soustrait de celui de I'irradiation. Chaque masse est ensuite normalisée par le TIC de son échantillon puis

I m/z



par le spectre moyen de l'ensemble des échantillons, avant d’appliquer un filtrage des m/z basé sur
différents seuils tel que l'intensité et le rapport signal/bruit (Signal to Noise Ratio, SNR). Bien que les
seuils puissent étre ajustés en fonction des objectifs spécifiques de chaque étude, des valeurs
couramment utilisées incluent un seuil minimal d’intensité a 100, un SNR supérieur a 2, ainsi qu’un seuil
du blanc fixé a 1x10°. Pour finaliser ce prétraitement, nous appliquons une transformation log2 afin
d’obtenir une distribution plus symétrique, facilitant ainsi l'utilisation ultérieure de méthodes
statistiques telles que le modele linéaire en analyse différentielle.

Aprés le prétraitement, les données sont transmises aux statisticiens pour une analyse
préliminaire dite « Data Quality » destinée a contréler leur fiabilité. Cette vérification permet d’identifier
et d’éliminer les pics contaminants, tels que ceux liés aux produits, tout en évaluant des indicateurs clés
comme le nombre de zéros par masse (Cela correspond au nombre d’occurrences ol un m/z présente
une intensité nulle (valeur égale a zéro) dans I'un des échantillons de I'étude) et par sujet, le R600
(somme des masses supérieurs a m/z 600 normalisé par le TIC), le SNR et le TIC. Ce contrdle est essentiel
pour détecter d’éventuels effets liés aux batchs techniques, qu’ils soient liés au spectrométre de masse,
au SpiderMass, ou a I'expérimentateur, ainsi que pour repérer les échantillons aberrants (outliers)
pouvant résulter d’un non-respect du protocole d’un sujet ou d’un prélevement insuffisant (par exemple
en cas d’encrassement ou de peau tres séche). Les outliers, tels que tout échantillon contenant plus de
10 % de zéros (nombre de masse avec une intensité a 0), sont alors inexploitables et exclus des analyses.

Une fois la qualité des données validée, I'analyse statistique est réalisée en deux temps. L’analyse
exploratoire consiste a visualiser et comprendre les données grace a des outils d’analyses statistiques
multivariées non supervisées tels que I'analyse en composantes principales (ACP), les boxplots, le
clustering ou les heatmaps, permettant ainsi de repérer les effets batch techniques et biologiques, c’est-
a-dire l'influence de facteurs extérieurs comme I'age ou le sexe ou la calibration, qui seront pris en
compte ultérieurement. L’analyse différentielle, quant a elle, repose sur un modele linéaire mixte ajusté
selon ses effets biologiques découverts afin d’identifier les masses exprimées différemment entre les
groupes d’intérét, avec une correction des tests multiples par la méthode de Benjamini-Hochberg (BH)
pour limiter le risque de faux positifs. Selon les besoins de I'étude, un filtrage adaptatif (Adaptive
Filtering, AF) peut également étre appliqué pour ajuster la sévérité de cette correction BH, en filtrant
les masses en fonction d’un critere tel que la moyenne, le maximum, le minimum, la variance ou le SNR,
en déterminant pour chaque comparaison le filtre optimal.

5.3.3 L’identification des lipides et création d’une base de données

Une fois I'analyse statistique réalisée, seules les masses modulées et leurs Fold Change (FC) sont
listés, sans aucune assignation moléculaire. Pour donner une interprétation biologique a ces résultats,
il est donc indispensable d’identifier chaque pic de cette liste. Contrairement aux approches classiques
de métabolomique et lipidomique, I'absence de séparation chromatographique avant I'analyse par
spectrométrie de masse prive le processus de la notion de temps de rétention (RT). Pour pallier cette
particularité, un processus spécifique aux analyses SpiderMass a été développé.

La premiere étape de ce processus consiste tout d’abord a filtrer les masses en fonction de leur
FCabs. En effet, les analyses générent souvent plusieurs centaines, voire milliers de m/z significativement
modulés. Or, I'assignation des pics étant encore en grande partie manuelle, il est irréaliste d’en traiter
un nombre aussi élevé. Pour cette raison, un filtre sur le FC,ps est appliqué. Le seuil varie selon les études,
en fonction du nombre de masses a retraiter. Par exemple, si un seuil initial conduit a plus de 900 m/z
a annoter, un seuil plus strict sera retenu afin de maintenir un volume de travail compatible avec une
analyse manuelle dans les délais impartis. Une fois ce filtrage effectué, ces m/z sont croisées avec des
bases de données comme HMDB?® et LipidMaps®?192%, Ce croisement se fait avec un delta de masse
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de 0,01 Da. Ensuite, une sélection des annotations les plus probables est effectuée en s’appuyant sur la
littérature scientifique.

Dans une seconde étape, chaque pic est ensuite fragmenté, et la fragmentation obtenue est
analysée a I'aide de différents outils. CFM-ID génére des fragmentations in-silico pour une molécule
donnée??, mais pour ce faire il a besoin, soit du format InChl, soit du format SMILES de la molécule en
question, tandis que MetFrag compare le spectre de fragmentation expérimental a des fragmentations
in silico de molécules correspondant a la masse de I'ion parent??2, Concrétement, MetFrag fonctionne
en deux étapes, d’abord, il compare la masse de I'ion parent aux masses théoriques des molécules
présentes dans une base de données sélectionnée ensuite les molécules correspondantes sont
fragmentées in silico, et ces fragmentations sont confrontées a celles de I'analyte obtenue
expérimentale. En plus de CFM-ID et de MetFrag d’autres bases de données peuvent étre utilisées a
cette étape telles que qui, en plus des fragmentations in silico, peuvent contenir des données de
fragmentation expérimentales. Enfin, il est également possible de comparer les fragmentations des
masses inconnues a celles de standards analysés en amont.

Les fragmentations sont également analysées manuellement pour identifier précisément chaque
molécule. Certaines familles de composés suivent des schémas de fragmentation spécifiques. Par
exemple, les GLs se caractérisent par la perte successive de leurs chaines lipidiques, comme illustré sur
la Figure 28.
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Figure 28 : Spectres et processus de fragmentation d'un monoglycéride, d'un diglycéride et d'un triglycéride présents sur la
peau. La fragmentation des glycérolipides en SpiderMass se distingue par la perte successive de leurs chaines lipidiques,
accompagnée de pertes d’eau successives sur ces chaines d’acides gras. DG : Diglycéride, MG : Monoglycéride, TG :
Triglycéride.

Ce schéma de fragmentation s'applique également aux Cer, dont les spectres varient en fonction
de la téte polaire et de la famille, comme montré par Kawana et al.”? Les analyses que nous avons
réalisées sur la peau confirment ces observations, ou deux Cer appartenant a la méme famille présentent
des fragments identiques a ceux de I'article lorsqu'ils possedent une SPB de méme taille (Figure 29 a) et
b)). Une autre observation clé est que, quelle que soit la taille de la chaine sphingoide, la fragmentation
suit le modele décrit par Kawana et al. Pour les Cer[S], trois ions fils sont observés, avec un ion central
d’intensité trés élevée (Figure 29 b)). Les Cer[P] affichent un massif de quatre ions fils aux intensités
similaires (Figure 29 c)). Les Cer[H] présentent également trois ions fils, avec une forte intensité pour
I'ion central (Figure 29 d)). Enfin, les Cer[DS] montrent un profil |égerement différent : seuls deux ions
fils majeurs sont visibles en SpiderMass, contrairement aux trois ions plus petits identifiés par Kawana
et al. (Figure 29 e) et f)).
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Figure 29 : Exemple de fragmentation a) de la Cer (d18:1/16:0) pour la famille de Cer[NS] ; b) de la Cer (d18:1/16:0)
pour la Exemple de fragmentation a) de la Cer (d18:1/16:0) pour la famille de Cer[NS] ; b) de la Cer (d18:1/16:0) pour la
famille de Cer[NS] montrant que la longueur de la chaine d’acide gras n’influe pas sur les ions fils, c) de la Cer(t18:0/24:0) pour
la famille de Cer[NP], d) de la Cer(t18:1/26:0) pour la famille de Cer [NH] et de la Cer(d18:0/24:0) pour la famille de Cer[NDS].
f) Spectre de fragmentation des standards de Cer des familles [NS], [NP], [NH] et [NDS] avec la Cer(d18:1/16:0) pour la famille
[NS], la Cer(t18:0/16:0) pour la Cer[NP], la Cer(t18:1/16:0) pour la Cer[NH] et la Cer(d18:0/16:0) pour la Cer[NDS] adapté de
Kawana et al.

Toutes ces données issues des différentes études cliniques ont été consolidées dans une base de
données regroupant les molécules identifiées ainsi que leurs spectres de fragmentation. Aujourd’hui,
cette base comprend plus de 1200 molécules, dont celles détectées par SpiderMass avec leurs spectres
de fragmentation. Elle intégre également des molécules identifiées dans la peau grace a des analyses
LC-MS classiques, réalisées lors d’études au sein de PFDC ou par des prestataires externes. La banque
de données a été créée sur le logiciel Bruker LibraryEditor. Grace a la création de cette banque de
données de molécules, un nouveau logiciel développé en interne sur MatLab permet désormais de
comparer la liste des ions modulés dans une étude avec cette base de données. Ainsi le logiciel interne
développé sous MatLab, génére des spectres in silico des ions parents qui peuvent étre comparés aux
données expérimentales. Concrétement, pour chaque ion de chagque molécule ajoutée, le logiciel crée
un spectre théorique incluant I'ion parent avec sa masse monoisotopique ainsi que celles des deux
premiers pics du massif isotopique. Aprés cette premiere comparaison basée uniquement sur la masse
des ions parents, une seconde analyse est réalisée en confrontant les spectres de fragmentation
expérimentaux a ceux enregistrés dans notre base de données, via le logiciel DataAnalysis. Cette
approche utilisant la base de données créée spécifiquement pour le SpiderMass a significativement
accéléré I'annotation des masses dans les études.



Grace a la création de la Library SpiderMass, I'analyse des études réalisées avec SpiderMass suit
désormais un processus structuré en plusieurs étapes. Tout d’abord, la liste des ions modulés dans une
étude est croisée avec cette base de données, en comparant d’abord les ions parents, puis leurs spectres
de fragmentation, comme décrit précédemment. Les m/z restant sans annotation passent ensuite par
le workflow initial, impliquant une comparaison des masses des ions parents avec les bases de données
en ligne HMDB et LipidMaps®. Chaque pic non annoté est ensuite fragmenté, et sa fragmentation est
analysée a l'aide des outils CFM-ID, HMDB, MetFrag ou MassBank. Enfin, toutes les molécules
nouvellement identifiées sont ajoutées a la Library SpiderMass pour enrichir continuellement la base de
données. Ce processus est résumé en Figure 30.
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Figure 30 : Workflow des annotations des m/z des études cliniques faites au SpiderMass. Premiére étape : la liste des ions
modulés dans une étude est croisée avec la base de données « Library SpiderMass », en comparant premiérement les ions
parents via un logiciel interne fait sous MatLab, deuxiéme étape : leurs spectres de fragmentation sont comparés a ceux dans
la « Library SpiderMass », via DataAnalysis. Troisiéme étape : Les m/z restant sans annotation passent par le workflow initial
avec en quatrieme étape : une comparaison des masses des ions parents avec les bases de données en ligne HMDB et
LipidMaps®. Cinquieme étape : Chaque pic non annoté est ensuite fragmenté, et sa fragmentation est analysée a I'aide des
outils CFM-ID, HMDB, MetFrag ou MassBank. Enfin Sixieme étape : toutes les molécules nouvellement identifiées sont
ajoutées a la « Library SpiderMass » pour enrichir continuellement la base de données.

Malgré ce processus certains signaux observés en SpiderMass n’ont pas pu étre annotés et ce
pour plusieurs raisons. Tout d’abord, leur intensité trop faible, notamment pour les masses supérieures
a 850 Da, rendant les spectres de fragmentation trop peu riches pour avoir un intérét. De plus, I'absence
de méthode séparative en amont du SpiderMass entraine I'arrivée simultanée de tous les ions dans le
spectromeétre de masse, avec plusieurs espéces isobariques a chaque m/z. La fenétre de sélection du
quadripole étant de 1 u. ces différentes especes sont alors sélectionnées en méme temps en mode
MS/MS. Les spectres MS/MS générés sont donc souvent des composites correspondants a la
fragmentation de plusieurs lipides simultanément. Ainsi, si le pic d’intérét n’est pas le plus intense des
ions isobariques, sa fragmentation reste d’intérét, a condition que son intensité soit suffisante, mais elle
est souvent noyée dans celle de I'ion majoritaire. Pour contourner cette limitation, il aurait été
nécessaire d’émettre une hypothése sur l'identité de la molécule correspondant a ce pic, puis de
fragmenter un standard de cette molécule. Une fois le spectre de fragmentation du standard obtenu,
des algorithmes permettraient d’identifier la présence de cette molécule en comparant ses ions fils a



ceux du massif observé. Alternativement, 'utilisation d’'un équipement disposant d’une cellule de
mobilité ionique (IMS) offrirait un avantage important. Cependant, le spectromeétre actuel n’est pas
équipé d’'une telle technologie.

Grace a ces procédures, nous avons pu établir trois niveaux de confiance pour nos annotations.
Le niveau 1 correspond a une identification confirmée par fragmentation MS/MS, ou le spectre obtenu
est identique a celui du standard de la molécule. Le niveau 2 repose également sur une identification
par fragmentation MS/MS, mais sans disponibilité du standard pour validation directe. Enfin, le niveau
3 s’appuie uniguement sur la masse de I'ion parent, avec une annotation putative basée sur des logiciels,
des bases de données et la littérature, sans recours a la fragmentation.



6 L’étude de quatre dermatoses inflammatoires par |'étude
clinigue SMPatho

Pour évaluer la pertinence du SpiderMass dans I'analyse de la peau, et son intérét pour suivre les
modifications moléculaires cutanées, il est essentiel de I'appliquer a des profils présentant de fortes
différences. Ces variations marquées sont particulierement visibles dans les dermatoses, qui entrainent
d’'importants bouleversements métaboliques. Afin de déterminer si le SpiderMass permettrait de
détecter ces différences, le Dr Saudemont, qui a mis en place cette technologie au Centre de Recherches
sur la Peau Pierre Fabre a Toulouse lors de sa thése, a congu I'étude SMPatho dédiée a I'analyse des
dermatoses.

L'étude SMPatho était intitulée « Etude exploratoire, utilisant la spectrométrie de masse in-vivo
en temps réel pour I'analyse des profils moléculaires de I'épiderme (notamment lipidique) de sujets
atteints de dermatose inflammatoire chronique versus groupe contréle ». Cette étude d'envergure a été
soumise au Comité de Protection des Personnes (CPP) et a fait I'objet d’'une étude clinique enregistrée
(NCT04472546). Elle a inclus un total de 210 sujets répartis en 5 groupes selon la dermatose (acné, DA,
Pso, DS et la rosacée). Chaque groupe était divisé en deux sous-groupes de 22 sujets avec un groupe
témoin sain et un groupe pathologique. Cependant, en raison de difficultés de recrutement, le groupe
Rosacée comprend respectivement 17 et 18 sujets, et le groupe DA pathologique seulement 21 sujets
(Annexe 3 : Critéres d’éligibilité de SMPatho). L'objectif principal de I'étude était de caractériser et
d'analyser les profils moléculaires (principalement lipidique) des sujets atteints de dermatose et des
sujets témoins, afin d'étudier l'impact de différents facteurs sur ces profils, tels que la dermatose elle-
méme et la zone topographique (zone lésionnelle (ZL), zone péri-lésionnelle (ZPL), qui se trouve a 1 cm
de la ZL, et zone de référence (ZR) qui se trouve pour tous les groupes au niveau de la face interne de
I'avant-bras. En complément, nous avons souhaité évaluer un parametre biométrologique : I'hydratation,
mesurée par l'indice d'hydratation (IH) et la PIE pour les sujets atteints de DA, sur les zones d'étude.
Enfin, des photographies illustratives des ZL et ZPL ont été réalisées pour compléter ces données.

Dans cette étude, le groupe Acné et son sous-groupe controle associé, ont été les premiers
analysés. Cependant, plusieurs problématiques ont limité I'intérét de leur analyse, notamment le trés
faible nombre de m/z significativement (p-value < 0,05) modulés, quelle que soit la comparaison
effectuée. Le recrutement des participants a été particulierement long, s’étalant du 13 décembre 2019
au 12 ao(it 2020, en raison du confinement lié au COVID-19. Cette période prolongée a probablement
induit des effets de saisonnalité sur la peau des sujets atteints d’acné. De plus, une différence notable
d’age moyen a été observée entre les deux groupes : 23,41 + 3,51 ans pour le groupe Acné contre 26,59
1 2,34 ans pour le groupe contrdle. Les variations des profils moléculaires liées a I’'acné semblent avoir
été moins marquées que celles induites par les changements hormonaux, fréquents chez une
population de moins de 30 ans. La longue durée d’inclusion a nécessité trois changements successifs de
fibre optique, impactant la qualité du laser et donc I'efficacité de I'ablation, ce qui a pu introduire une
variabilité supplémentaire dans les résultats. Par ailleurs, deux méthodes d’acquisition laser ont été
utilisées, la méthode « point par point » et la méthode « continue ». Pour ce groupe, 102 mesures ont
été réalisées avec la méthode « point par point », contre seulement 5 avec la méthode « continue »,
représentant uniqguement 2 sujets. Or, la méthode d’acquisition laser influence fortement la quantité
de matériel ablaté et, par conséquent, la qualité du signal. La méthode « point par point » préléeve
jusgu’a 10 fois moins de matiere que la méthode « continue », rendant ces deux approches difficilement
comparables. Pour garantir un nombre suffisant de données homogenes, seules les mesures effectuées
avec la méthode « point par point » ont été conservées. Les données sur I'acné ont donc été laissées de
cOté et pour cette dermatose une nouvelle étude clinique serait nécessaire pour obtenir des résultats
fiables et exploitables.


https://clinicaltrials.gov/study/NCT04472546?term=SpiderMass&rank=1

6.1 L'étude de la Dermatite Séborrhéique

6.1.1 L'étude SMPathoDS

Dans le groupe DS, et son sous-groupe controle associé, 44 sujets sont recrutés avec 22 sujets par
sous-groupe, ces deux groupes étaient inclus en paralléle et les sujets appartenaient a la méme tranche
d’age et étaient le plus équilibré possible selon le genre et le phototype (Tableau 1).

Groupe DS Groupe contréle
Sexe Hommes : 5 (22,73%) Hommes : 5 (22,73%)
Femmes : 17 (77,27%) Femmes : 17 (77,27%)
Age moyen (+ STD) 31,64 (+/- 6,85) ans 34,23 (+/- 6,34) ans
Age médian / Min-Max 30,5 ans /20 ans—44 ans 35ans/ 24 ans — 44 ans
Phototypes Il / 1l 6(27,27%) / 16 (72,73%) 3(13,64%) / 19 (86,36%)

Tableau 1 : Tableau résumé des principales caractéristiques démographiques de la population analysée par
SpiderMass dans I'étude SMPathoDS et répartie dans les deux sous-groupes : dermatose et sain. DS : Dermatite Séborrhéique ;
STD : Standard déviation

Les sujets inclus dans le sous-groupe DS devaient présenter des Iésions du cuir chevelu légéres a
modérées avec un score IGA compris entre 2 et 3 sur une échelle de cotation variant de 0 (absent) a 4
(sévere)), un score d’érythéme > 1 sur une échelle de 0 (absent) a 3 (sévere) et des squames
cliniguement visibles (Figure 31). Les zones a I’étude sont repérées et référencées grace a des masques
de repérage comme celui présent en Figure 31d). Dans ces deux sous-groupes, les zones ZL et ZPL
étaient situées au niveau du cuir chevelu, tandis que la zone ZR se trouvait sur la face interne de I'avant-
bras.

Figure 31 : Photographie de patients atteints de dermatite séborrhéique inclus dans I'étude SMPatho01 présentant
des lésions sur le cuir chevelu a) sur le bas du cuir chevelu ; b) avec des squames ; ¢) avec des squames importantes ; d) avec
des squames et des rougeurs.

Les prétraitements et les analyses statistiques faits pour ce groupe étaient ceux présentés dans
la partie 5.3.2. Le prétraitement et I'analyse statistique. Cependant, comme ce groupe a été inclus sur
une tres longue période a cause du confinement lié au COVID19, les prélevements ont d{i étre regroupés
en 3 groupes selon la date de passage au SpiderMass et un ajustement du modele selon le TIC et selon
la date a été opéré, sachant que le Groupe 1 correspondait aux prélevements d’octobre-novembre
2020, le Groupe 2 correspondait aux prélevements de décembre 2020 et le Groupe 3 correspondait aux
prélevements de janvier 2021. Par ailleurs pour la DS trois comparaisons ont été analysées en fonction




de la localisation du prélevement (ZL vs ZPL) et de sa nature (papier a cigarettes sur cuir chevelu vs. SC

in-vivo) :

- Prélevement de sébum sur papier a cigarettes :
o Comparaison des prélevements de sébum du cuir chevelu sur les sujets DS aux

prélevements des sujets CTL (Sébum DS vs CTL)

- Préléevement du SC en in-vivo :

o Comparaison de la ZL des sujets DS avec le zone « lésionnelle » des sujets CTL (ZL DS

vs CTL)

o Comparaison de la ZL chez les sujets DS avec la ZPL des sujets DS ( DS ZL vs ZPL)

6.1.2 Caractéristiques générales des masses détectées et modulées dans

SMPathoDS

Comme pour chaque jeu de données a identifier un seuil sur le Fold Change absolu (FCas) a été
appliqué avec un minimum pour FC,s 2 1,5. Cependant on a retrouvé un nombre limité de signaux
modulés significativement (p-value < 0,05) et avec un FCs 2 1,5, la totalité de ces signaux a été
sélectionnée pour étre identifiée sur les 3 comparaisons sélectionnées. Le descriptif de ces m/z ainsi
que leur répartition dans les trois niveaux de confiance, est donnée en Tableau 2 et sur les volcanoPlot

en Figure 32.

In-vivo DS ZL vs ZPL BB NARPERN SIS

Signaux modulés significativement (p-value < 0,05) 67 13 89
™ 18 | 49 1]12 34|55
Signaux apres filtrage avec un FCyps 2 1,5 41 13 56
™4 239 1]12 24| 32
Signaux identifiés en Niveau 1 / Equivalent en molécules 0 0 1)1
Signaux identifiés en Niveau 2 / Equivalent en molécules 32|21 813 3|3
Signaux identifiés en Niveau 3 / Equivalent en molécules 8|6 414 103
Isotopes (niveau 2 et 3) 15 3 7
Non identifiés 1 1 42

Tableau 2 : Détail des signaux modulés significativement (p-value < 0,05) comprenant les signaux surproduits et les
signaux sous-produits pour chacune des comparaisons étudiées dans I'étude SMPathoDS ainsi que les signaux obtenus aprés
filtrage avec un FCups 2 1,5 avec leur répartition dans les différents niveaux d’identification. CTL : Contréle ; DS : Dermatite

Séborrhéique ; FCups : Fold Change absolu ; ZL : Zone lésionnelle ; ZPL : Zone péri-lésionnelle.
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Figure 32 : VolcanoPlot des masses des 3 comparaisons a) In-vivo DS ZL vs ZPL ; b) In-vivo ZL DS vs CTL et c) Sébum ZL
DS vs CTL de I'étude SMPathoDS. a) et c) : En rouge sont représentés les m/z qui sont non significatifs mais ont un FCups > 1,5,
en vert ce sont les m/z qui sont non significatifs et ont un FCups < 1,5, en bleu sont représentés les m/z qui sont

significativement modulés (p-value < 0,05) mais ont toujours un FCuss < 1,5 et enfin en violet sont représentés les m/z qui sont
significativement modulés (p-value < 0,05) dans I’étude SMPathoDS et qui ont un FCaps > 1,5. b) : En rouge sont représentés les
m/z qui sont non significatifs et ont un FCups < 1,5, en vert sont représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-value
<0,05) mais ont toujours un FCgups < 1,5 et enfin en bleu sont représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-value <

0,05) dans I'étude SMPathoDS et qui ont un FCaps > 1,5. CTL : Contréle ; DS : Dermatite Séborrhéique ; ZL : Zone lésionnelle ;
ZPL : Zone péri-lésionnelle.

En comparant les masses significativement modulées et avec un FCaps > 1,5 entre les comparaisons
in-vivo DS ZL vs ZPL et in-vivo ZL DS vs CTL, une seule masse de la in-vivo ZL DS vs CTL n’était pas
retrouvée dans la comparaison in-vivo DS ZL vs ZPL. Cette masse correspondait a un aldéhyde gras. De
plus, une seule masse commune était retrouvée entre les différentes matrices donc entre les
comparaisons Sébum ZL DS vs CTL et in-vivo ZL DS vs CTL. Cette unique masse a été identifié en niveau

2 comme un alkyl-acyldiglycérol.

6.1.3

Identification des molécules modulées dans I’étude SMPathoDS

Dans I'analyse SMPathoDS, 18 molécules ont été identifiées par fragmentation, atteignant ainsi
un niveau de confiance leval 1 ou 2 selon la disponibilité des standards de référence (Annexe 4:
Assignations SMPathoDS). Leur classification repose sur la nomenclature de LipidMaps pour les lipides
et de HMDB pour les métabolites. Parmi ces 18 molécules, plus de 80 % (soit 15 molécules) étaient
retrouvées dans la comparaison in-vivo DS ZL vs ZPL. Elles se répartissaient en 4 super classes et 7 classes
principales. En revanche, seules 3 molécules étaient détectées dans la comparaison in-vivo ZL DS vs CTL,
couvrant 2 superclasses et 3 classes principales. Enfin, dans la comparaison Sébum ZL DS vs CTL, 4
molécules étaient identifiées, réparties en 4 superclasses et 4 classes principales.



Parmi ces 18 molécules, plusieurs appartiennaient a la famille des acyles gras, répartis en trois
super classes. Etaient ainsi identifiés trois acides gras saturés, un aldéhyde gras et deux esters gras, dont
un FAHFA (Fatty Acid Esters of Hydroxyl-Fatty Acids ou Fatty acid estolides ou en frangais ester d'acide
gras ramifié par un acide gras hydroxylé) et un WE. Le FAHFA identifié était un w-FAHFA, indiquant que
la liaison entre les deux acides gras se situe en fin de chaine. Toutes ces molécules étaient modulées
dans la comparaison in-vivo DS ZL vs ZPL, a I'exception d’un acide gras libre saturé, le FA 16:0, qui était
modulé uniqguement dans la comparaison Sébum ZL DS vs CTL. Cependant, elles étaient toutes
diminuées dans les ZL, tout comme les Aldéhydes Gras (FAL), WE et FAHFA. Cette baisse était également
observée pour les acyles gras identifiés dans la comparaison in-vivo ZL DS vs CTL, notamment le FA 26:0
ainsi que le WE 28:0.

La deuxieme superclasse modulée dans la DS était celle des GLs. Deux GLs ont été identifiés, un
monoacylglycérol et un alkyl-acyldiglycérol. Tous deux étaient diminués dans les ZL des sujets atteints
de DS par rapport aux ZPL. De plus, I'alkyl-acyldiglycérol était également réduit dans la comparaison
Sébum ZL DS vs CTL.

Ensuite la superclasse présentant le plus de modifications en nombre de molécules dans I'étude
SMPathoDS était celle des SPs. Parmi ces SPs, une augmentation était observée pour un Cer, et plus
précisément un Cer[NH], dans la comparaison in-vivo DS ZL vs ZPL. Puis au total sept SPBs appartenant
aux trois familles [S], [DS] et [P] ont été également identifiées et dont 6 étaient réduites dans la
comparaison in-vivo DS ZL vs ZPL. La SPB 25:1;02, appartenant a la famille [S], était également diminuée
dans la comparaison in-vivo ZL DS vs CTL. La seule SPB non affectée dans la comparaison in-vivo DS ZL
vs ZPL était la sphingosine, qui, en revanche, était retrouvée augmentée dans le sébum des sujets
atteints de DS par rapport aux témoins.

Enfin, deux autres superclasses étaient modulées dans cette étude. La premiére concerne les
stérols, avec une augmentation du cholestérol, identifié en niveau 1, dans le sébum des patients DS. La
seconde correspond aux composés organohétérocycliques, plus précisément un imidazole de la classe
des azoles, I'acide urocanique, dont la concentration était réduite dans la comparaison in-vivo DS ZL vs
ZPL.

6.1.4 Discussion sur les résultats de SMPathoDS

L’ensemble des molécules identifiées dans cette partie de I'’étude SMPatho pouvait étre regroupé
au sein de voies métaboliques spécifiques, telles que I’activité du microbiote cutané, en particulier celle
de Malassezia, ainsi que la fonction barriere et le métabolisme des SPs.

Malassezia est le genre fongique le plus abondant de la flore cutanée humaine. Il joue un réle clé
dans la composition lipidique du sébum et du SC en raison de son activité lipasique élevée. Ses lipases,
particulierement adaptées a la dégradation des GLs présents en grande quantité dans le sébum??5127,
lui conferent un avantage métabolique en lui fournissant les acides gras saturés essentiels a son
métabolisme carboné. Cette activité s’est traduite par une sous-expression des MGs et des DGs sur le
cuir chevelu des patients atteints de DS dans I'étude. Une diminution similaire était également observée
pour les acides gras libres FFAs a trés longue chaine et saturés, tels que les FA 24:0 et FA 26:0. Ces lipides,
dont la concentration était réduite dans I'’étude SMPathoDS, jouent pourtant un réle crucial dans le
maintien d’une flore cutanée équilibrée via leur implication contre les déséquilibres microbiens par leur
groupement acide.

La fonction barriere de la peau repose en grande partie sur le systéme « brick and mortar » du SC.
Une perturbation de I'une des deux parties de ce systeme entraine un défaut au sein du SC et, par
conséquent, une altération de la fonction barriere. Une modification de la partie « mortar », donc de la
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partie lipidique, se traduit notamment par une réduction de la longueur des chaines lipidiques présentes
dans le SC, entrainant une diminution globale de ces lipides essentiels. Dans I'étude SMPathoDS, cette
altération était observable sur plusieurs lipides clés, notamment les FFAs les plus abondants dans le SC,
FA 24:0 et FA 26:0, ainsi que sur le FAHFA 48:2;0, plus précisément le FAHFA 18:2/30-0-30:0, qui
possede une trés longue chaine. De plus, une réduction des SPBs était également constatée. L'impact
de la DS sur la fonction barriére cutanée est connu depuis les années 1990%23, mais ce n’est qu’a la fin
des années 2010 qu’une corrélation entre cette altération et les modifications du profil lipidique est
établie?®®. Aujourd’hui, plusieurs études confirment un remodelage lipidique du SC dans la DS,
caractérisé par une réduction de la longueur des chaines des Cer??>2%, yne augmentation des
Cer[NS]*13%%3 ainsi qu’une hausse du nombre d’insaturation!*?, des modifications également observées
dans la DA. Ces résultats font directement écho aux observations de SMPathoDS, qui a mis en évidence
une diminution des lipides a longue chaine, soulignant ainsi leur réle crucial dans I'équilibre et la
protection de la barriére cutanée.

L'altération de la fonction barriére cutanée repose également sur des modifications de la partie
« brick » du SC, constituée principalement des protéines structurelles telles la FLG et la kératine. Il est
bien établi que les patients atteints de DA présentent une diminution de I'expression du gene de la FLG,
ce qui impacte la cohésion et I’hydratation de I'épiderme. Cependant, cette réduction d’expression n’est
pas encore étudiée chez les patients atteints de DS. Au-dela de son réle structural, la FLG est a I'origine
de la libération d’acides aminés, précurseurs de I'acide trans-urocanique et I’acide pyroglutamique?%,
constituant les NMF. Dans I'étude SMPathoDS, une diminution de l'acide trans-urocanique était
observée dans les ZL, suggérant un déséquilibre du NMF. Une explication possible réside dans le réle de
la phytosphingosine, qui était sous-produite dans les ZL des sujets DS. Cette molécule est aujourd’hui
reconnue pour stimuler I'expression des génes codant la FLG et les enzymes responsables de sa
dégradation, favorisant ainsi la production d’acides aminés et donc de dérivés hygroscopiques??. Sur
une peau saine, la phytosphingosine permet donc d’optimiser le NMF en régulant la quantité et la
dégradation de la FLG. A I'inverse, dans la DS, sa diminution entrainerait un affaiblissement de cette
cascade biologique, compromettant ainsi I’hydratation et la fonction protectrice de la peau, comme I'a
révélé I'’étude SMPathoDS.

Bien que la composante inflammatoire était moins marquée dans I’étude SMPathoDS, comparée
aux trois autres pathologies analysées, une augmentation de la sphingosine était observée dans la
comparaison Sébum ZL DS vs CTL. Or, la sphingosine est le précurseur de la sphingosine-1-phosphate
(51P), une molécule clé dans la réponse immunitaire cutanée, notamment dans la régulation de
I'inflammation et la défense contre les microorganismes??. Cette augmentation suggérerait ainsi un
mécanisme de réponse immunitaire actif dans la DS, bien que moins intense que dans d'autres
dermatoses inflammatoires.

6.1.5 Conclusion sur SMPathoDS

La DS est une maladie bien étudiée en lipidomique et métabolomique, avec des modifications
cutanées, notamment du SC, largement documentées dans la littérature. Les principales
transformations incluent la dégradation des GLs en FFAs due a l'augmentation de Malassezia'?’,
I'élévation de marqueurs inflammatoires comme I’histamine!?® et des changements dans le profil des
Cer, avec une hausse des Cer[NS] et Cer[AS] et une baisse des Cer[NDS], [NP], [AP], [NH]?3, ainsi qu'une
diminution du cholestérol cutané?!. L'étude SMPathoDS a confirmé certaines de ces modifications,
notamment la diminution des chaines dans les FFAs et un FAHFA, contrairement a Rousel et al., qui
I'observe dans les Cer. Cependant, elle a révelé des différences par rapport a la littérature, notamment
une augmentation du cholestérol dans le SC des patients DS, ce qui pourrait étre dii a la méthode de



prélevement utilisée, qui inclut les lipides du sébum contrairement a I'analyse Raman de Fukuda et al.
De plus, peu de Cer étaient identifiés comme significativement modifiés dans la DS, contrairement aux
tendances observées récemment, ce qui pourrait s'expliquer par une méthode de prélévement encore
nouvelle et moins robuste. Enfin, le groupe DS a été étudié sur une longue période, ce qui pourrait avoir
entrainé une plus grande variabilité des résultats. Néanmoins, méme si des développements restent
encore a réaliser, ces résultats démontrent la force de la technologie SpiderMass pour suivre in-vivo ces
variations biologiques chez les sujets DS.

6.2 L'étude de la Dermatite Atopique

6.2.1 L'étude SMPathoDA

Le groupe DA et son groupe contréle associé comptaient un total de 43 sujets, dont 21 atteints
de DA et 22 sains. Les sujets inclus dans le sous-groupe DA devaient présenter une DA localisée aux
membres supérieurs (ZL et ZPL), avec une forme légéere a modérée, caractérisée par un SCORAD
(SCORing Atopic Dermatitis) compris entre 15 et 40. De plus, une sécheresse cutanée d’un score > 2 sur
une échelle de 0 (absent) a 3 (sévere) était requise pour l'inclusion. Quelques exemples de ZL des
patients DA inclus dans I'étude SMPathoDA sont illustrés en Figure 33. La ZR se trouvait sur la face
interne de I’avant-bras, sur une zone sans lésion.

Figure 33 : Photographies de patients atteints de dermatite atopique inclus dans I'étude SMPatho01 présentant une
plaque lésionnelle, dominée par la xérose et les lichénifications a) sur le bras ; b) dans le pli du coude ; c) dans le pli du coude ;
d) sur I'avant-bras.

Au cours de l'inclusion du sous-groupe DA et de son sous-groupe controle associé, la méthode
d’acquisition laser a été modifiée, passant de la méthode « point par point » a la méthode « continue ».
L'analyse de qualité des données a révélé un écart trop important entre les spectres obtenus avec ces
deux techniques. Il a donc été nécessaire d’exclure les spectres acquis par la méthode « point par
point », en raison de leur intensité plus faible et du nombre insuffisant de sujets concernés. Ainsi,
I'analyse statistique des données SpiderMass a été réalisée sur une population totale de 30 sujets
seulement correspondant aux acquisitions réalisées en mode continu, répartis équitablement avec 15
sujets par groupe (DA et CTL), dont le détail des caractéristiques est résumé dans le Tableau 3.



Groupe DA Groupe contréle

Hommes : 2 (13,33%)
Femmes : 13 (86,67%)

Hommes : 3 (20,00%)

Sexe Femmes : 12 (80,00%)

Age moyen (£ STD)
Age médian / Min-
Max

26,87 (+/- 6,66) ans
26 ans /20 ans - 45 ans

37,60 (+/- 6,76) ans
38 ans/ 29 ans - 49 ans

Phototypes Il /11l / IV 3(20,00%) / 8 (53,33%) / 4 (26,67%) 2(13,33%) / 13 (86,67%) / O

Tableau 3 : Tableau résumé des principales caractéristiques démographiques de la population analysée par
SpiderMass dans I'étude SMPathoDA et répartie dans les deux sous-groupes : dermatose et sain. DA : Dermatite Atopique ;
STD : Standard déviation.

Les prétraitements et les analyses statistiques faites pour se groupe étaient exactement ceux
donnés dans la partie 5.3.2. Le prétraitement et I’analyse statistique avec un ajustement du modéle
selon le TIC. Et pour cette pathologie les comparaisons étudiées étaient :

- Inter-groupe:
o Comparaison des ZR entre les sujets DA et les sujets CTL (ZR DA vs CTL)
o Comparaison des ZL des sujets DA et les « zones lésionnelles » des sujets CTL (ZL DA vs
CTL)
- Intra-groupe :
o Comparaison chez les sujets DA des ZL avec les ZPL (DA ZL vs ZPL)
o Comparaison chez les sujets DA des ZL avec les ZR (DA ZL vs ZR)

6.2.2 Caractéristiques générales des masses détectées et modulées dans

SMPathoDA

Dans la partie DA de I'étude SMPatho nous avons trouvé un nombre conséquent de signaux
modulés dans les différentes comparaisons et principalement pour les comparaisons ZL DA vs CTL et DA
ZL vs ZR avec plus de 300 signaux modulés pour chacune. Au vu du nombre important de signaux
modulés et a identifier I'attention a été faite sur les signaux qui ont un FCyups = 2. Le descriptif des masses
significativement modulées (p-value < 0,05) sur les 4 comparaisons ainsi que les signaux qui ont un FCaps
> 2 et leur répartition dans les trois niveaux de confiance, ou I'on retrouve les 3 mémes niveaux de
confiance que pour la DS, est donnée en Tableau 4 et sur les volcanoplot en Figure 34.

ZR DA Vs CTL | ZL DA vs CTL [ 240 4 | DA ZLvs ZPL |
Signaux modulés significativement (p-value < 0,05) 106 377 337 191
ML 1105 72 | 305 137 | 200 62 | 129

Signaux apreés filtrage avec un FCaps 2 2 16 243 49 8

™ML 1]15 41| 202 8|41 0|8
Signaux identifiés en Niveau 1 / Equivalent en molécules 0 0 0 0

Signaux identifiés en Niveau 2 / Equivalent en molécules 7/6 138/71 35/23 6/5
Signaux identifiés en Niveau 3 / Equivalent en molécules 4/3 60/ 45 9/7 0
Isotopes (niveau 2 et 3) 2 73 13 1
Non identifiés 5 45 5 2

Tableau 4 : Détail des signaux modulés significativement (p-value < 0,05) comprenant les signaux surproduits et les

signaux sous-produits pour chacune des comparaisons étudiées dans I'étude ainsi que les signaux obtenus apreés filtrage avec
un FCaps = 2 avec leur répartition dans les différents niveaux d’identification. CTL : Contréle ; DA : Dermatite Atopique ; FCaps :
Fold Change Absolu ; ZL : Zone lésionnelle ; ZPL : Zone péri-lésionnelle ; ZR : Zone de référence.
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Figure 34 : VolcanoPlot des masses des 4 principales comparaisons a) ZR DA vs CTL ; b) ZL DA vs CTL ; ¢) DA ZL vs ZR et
d) DA ZL vs ZPL de I'étude SMPathoDA. a) et b) En rouge sont représentés les m/z qui sont non significatifs mais ont un FCaps >
2, en vert ce sont les m/z qui sont non significatifs et ont un FCups < 2, en bleu sont représentés les m/z qui sont
significativement modulés (p-value < 0,05) mais ont toujours un FCaps < 2 et enfin en violet sont représentés les m/z qui sont
significativement modulés (p-value < 0,05) dans I’étude SMPathoDA et qui ont un FCaps 2 2. c) et d) : En rouge sont représentés
les m/z qui sont non significatifs et ont un FCups < 2, en vert sont représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-
value < 0,05) mais ont toujours un FCups < 2 et enfin en bleu sont représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-
value < 0,05) dans I'étude SMPathoDA et qui ont un FCups 2 2. CTL : Contréle ; DA : Dermatite Atopique ; ZL : Zone lésionnelle ;
ZPL : Zone péri-lésionnelle ; ZR : Zone de référence

La comparaison des masses significativement modulées avec un FCss 2 2 révele une forte
concordance entre les comparaisons. Parmi les 49 masses identifiées dans la comparaison DA ZL vs ZR,
43 étaient également présentes dans la comparaison ZL DA vs CTL. De plus, les 8 masses communes a
la comparaison DA ZL vs ZPL et a la comparaison DA ZL vs ZR se retrouvaient également dans la
comparaison principale ZL DA vs CTL. En revanche, sur les 16 masses différentielles observées dans ZR
DA vs CTL, seulement 3 étaient partagées avec la comparaison principale, DA ZL vs ZR. Ces trois masses
correspondaient a I'alpha-tocophérol acétate (niveau 2), un HexCéramide (niveau 3) et un pic du massif
isotopique de WE 40:3.

6.2.3 ldentification des molécules modulées dans I’étude SMPathoDA

Dans I'étude SMPathoDA, un total de 81 molécules ont été identifiées par fragmentation (niveau
2) (Annexe 5 : Assignations SMPathoDA). Leur classification suit la nomenclature de LipidMaps pour les
lipides et HMDB pour les métabolites. La majorité de ces molécules, soit 72, étaient retrouvée dans la
comparaison ZL DA vs CTL, réparties en 7 super classes et 15 classes principales. En revanche, la
comparaison ZR DA vs CTL ne révelait que 6 molécules modulées, appartenant a 2 super classes et 2
classes principales. Ensuite dans la comparaison DA ZL vs ZR, 24 molécules identifiées étaient réparties

1,0



en 4 super classes et 8 classes principales. Enfin, la comparaison DA ZL vs ZPL mettait en évidence 5
molécules, réparties en 3 super classes et 4 classes principales.

Parmi les 81 molécules identifiées, 17 appartenaient a la classe des Acyles gras, comprenant 8
FFAs (5 saturés et 3 insaturés), 2 prostaglandines, 3 FAL, 2 WEs et 2 FAHFA. Toutes ces molécules étaient
modulées dans ZL DA vs CTL et/ou dans DA ZL vs ZR. Dans la ZL des sujets DA, les molécules en
augmentation par rapport aux sujets CTL incluaient les acides gras saturés a moyenne et longue chaine,
les 2 prostaglandines dérivées de la Prostaglandine F2a, les WEs a chaine courte, ainsi que I'acide
arachidonique, également accru dans DA ZL vs ZR. A I'inverse, les molécules diminuées dans la ZL des
sujets DA par rapport aux CTL sont les acides gras libres saturés et les acides gras libres insaturés a tres
longue chaine, les aldéhydes gras (également a treés longue chaine) et les FAHFAs. Ces derniers, identifiés
comme w-FAFAH, possedent une liaison entre les deux acides gras en fin de chaine. lIs affichaient une
diminution marquée, avec des FC pouvant atteindre -6, et sont également réduits dans les comparaisons
DA ZLvs ZR et DA ZL vs ZPL.

La deuxieme super classe influencée par la DA était celle des GLs, avec 11 molécules identifiées
en niveau 2. Parmi ces GLs, 5 GLs étaient diminués dans la peau non Iésionnelle des sujets DA par rapport
aux sujets CTL, tandis que 4 TGs, 1 DG et 1 monoglycéride étaient augmentés dans la peau lésionnelle
des sujets DA par rapport aux sujets CTL.

Ensuite la plus grande super classe impactée par la DA était celle des SPs, avec 42 molécules
affectées. Parmi elles, 12 SPBs étaient diminuées, principalement dans la comparaison ZL DA vs CTL,
mais également dans les comparaisons DA ZL vs ZR et DA ZL vs ZPL. Ces diminutions concernaient 4
familles : [S], [DS], [H] et [P], avec des chaines plutdt longues, a I'exception de la phytosphingosine.
Concernant les Cer, qui formaient la classe principale la plus modulée, 30 molécules étaient
significativement affectées dans 2 comparaisons : ZL DA vs CTL, ou 26 Cer étaient modifiés, et DA ZL vs
ZR, avec 4 autres Cer modifiés. Sur I'ensemble, différentes familles de Cer étaient modulées de maniere
distincte. 4 familles étaient moins concentrées dans les ZL, a savoir les 6-hydroxy-sphingosines ([NH]),
les phytocéramides ([NP] et [AP]) et les dihydrosphingosines ([NDS]) a chaine longue. En revanche, une
seule famille, les sphingosines ([NS]), était plus concentrée dans les ZL. Les rapports [NS]/[NP] étaient
calculés respectivement pour les deux comparaisons, passant de 0,43 a 1,16 dans ZL DA vs CTL et de
0,37 a 1,16 dans DA ZL vs ZR.

Le seul prénol identifié dans cette étude était I'alpha-tocophérol acétate, avec un FC de 2,72 pour
la comparaison ZR DA vs CTL et un FC de 3,6 pour la comparaison ZL DA vs CTL. En outre, les 9 molécules
identifiées en niveau 2 restantes étaient des métabolites. Parmi celles-ci, un dipeptide, 4 acides aminés,
un imidazole (I'urocanate), deux indoles (I'adrénochrome et I'acide indolelactique) et un carbonyle (le
2-Hydroxybenzldéhyde). Le dipeptide, ainsi que la citrulline et I'acide pyroglutamique, étaient diminués
dans les comparaisons ZL DA vs CTL et DA ZL vs ZR. L’acide glutamique et I'histidine, quant a eux, étaient
diminués uniquement dans ZL DA vs CTL. L'urocanate était réduit dans la peau lésionnelle des sujets DA
comparée a celle des contréles, ainsi qu’a la peau péri-lésionnelle et non Iésionnelle des sujets DA. Enfin,
les indoles étaient diminués dans ZL DA vs CTL, tandis que le 2-Hydroxybenzldéhyde était augmenté
dans cette méme comparaison.

6.2.4 Discussion sur SMPathoDA

L'ensemble des molécules identifiées dans cette partie de I'étude SMPatho pouvaient étre
regroupées dans des voies métaboliques liées a la fonction barriére, a I’état inflammatoire et au stress
oxydatif.



Dans la DA, les deux parties du systeme « brick and mortar » sont perturbées. La perturbation de
la partie « mortar » se manifeste par une diminution des FFAs a tres longue chaine et des molécules qui
en découlent, telles que les Cer, les SPBs et les FAHFAs, en raison d’une baisse de I'expression des
élongases comme ELOVL1 et ELOVL4%142 Cette diminution des chaines se reflétait non seulement sur
les FFAs dans cette étude, mais également sur les SPBs, dont la variation ne dépendait pas tant de leur
famille, mais plutot de la longueur de leurs chaines. En effet, les SPBs a chaine longue, ainsi que la
phytosphingosine, étaient diminuées dans les ZL par rapport aux ZR. Ensuite les FAHFAs, molécules
sécrétées par les kératinocytes, impliquées dans la synthese des acylcéramides et la fonction de
biosurfactant?32233 étaient également affectées par la diminution de I'expression des élongases?**
diminuant le nombre de FAHFAs a chaine longue et trés longue dans les Iésions de DA. Tout comme les
FFAs, les Cer étaient affectés par la diminution de I'expression des élongases, ce qui a entrainé une
réduction des Cer a chaine longue et une augmentation des Cer a chaine courte chez les sujets atteints
de DA, comme le montrent nos résultats ainsi que d’autres études??>. En régle générale, la quantité de
Cer diminuait dans les ZL, notamment pour les familles Cer[NP], Cer[AP], Cer[NH] et Cer[NDS] a chaine
longue. Cependant, certaines familles de Cer, comme les Cer[NS], ont vu leur quantité augmenter dans
ces zones corrélé avec ce qui est trouvé dans la littérature®*3%143, La diminution des Cer & chaine longue
affecte directement la fonction barriére de la peau via une diminution du nombre d’interactions. De
plus, les phytocéramides (familles [NP] et [AP]) jouant également un réle essentiel dans le maintien de
la fonction barriére par des liaisons hydrogéne plus fortes, leur diminution entraine inévitablement une
perte accrue en eau transépidermique. Enfin le rapport [NS]/[NP], qui est fortement corrélé a la perte
d'eau transépidermique et au SCORAD, était bien plus élevé dans les ZL des sujets DA comparées a celles
des CTL ou des ZR des sujets DA. Un rapport plus élevé indique une perturbation importante de |'état
de la barriére épidermique®. En effet, Nddaban et al. ont démontré que bien que la longueur de chaine
des Cer soit réduite dans les ZL, la téte des Cer a un impact significatif sur le maintien de la fonction
barriére?®>. La modification du profils des Cer, associée a la diminution des FFAs 3 trés longue chaine et
des FAHFAs, a conduit a une altération de la fonction barriére, ce qui était également observé par
I'Aquaflux®. Cette perturbation était marquée par une augmentation de la PIE dans les ZL des sujets DA
par rapport aux sujets sains (p-value < 0,0001).

La FLG, protéine clé du systéme « brick and mortar » du SC par ses acides aminés donnant des
dérivés d’acides aminés hygroscopiques a chez une partie des patients atteints de DA, son gene muté,
entrainant une diminution de cette protéine et, par conséquent, des acides aminés et de leur dérivés
notamment hygroscopiques®>*23%2%7  Dans le cadre de cette étude, il a été observé que ces acides
aminés étaient fortement diminués sur la peau lésionnelle, par rapport a la peau non Iésionnelle, avec
une réduction pouvant aller jusqu'a un facteur de 6. En plus de I'acide trans-urocanique et |'acide
pyroglutamique, la dégradation de la FLG entraine également la libération de citrulline. Cet acide aminé
résultant de la citrullination des arginines présentes sur la FLG, se produit dans 78% a 75% des résidus
sur les peaux saines et non lésionnelles respectivement?®, Cependant, dans les peaux lésionnelles, ce
processus est diminué, avec seulement 62% des résidus, comme I'a démontré Winget et al. Cette
diminution de la citrulline observée dans I'étude SMPathoDA peut donc s'expliquer par cette altération
de la citrullination. De plus, la biosynthése de la citrulline, qui se fait a partir de I'arginine par I’'enzyme
Nitric Oxide Synthase (NOS), est inhibée dans la DA, contribuant ainsi a la baisse des niveaux de
citrulline.

L’acide arachidonique est la molécule la plus représentative de I'état inflammatoire. Cet acide
gras, un éicosanoide, est produit par toutes les cellules cutanées. Il joue un réle clé dans les processus
homéostatiques et les réponses inflammatoires en tant que médiateur lipidique et précurseur de
plusieurs prostaglandines et oxylipines?*. Depuis longtemps, une augmentation de la concentration de
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cet acide gras est observée dans les peaux lésionnelles des patients D ce qui était également

observé dans I'étude SMPathoDA (comparaisons ZL DA vs CTL et DA ZL vs ZR).

Le stress oxydatif désigne I'oxydation des composés biologiques dans notre corps par des radicaux
libres. Ce phénomeéne joue un role pathogéne majeur dans la DA, mais notre compréhension de ce
mécanisme reste encore aujourd’hui limitée. En effet, une revue de la littérature récente (2020) recense
seulement 33 publications entre 1992 et 2019, soit environ 1,18 article par an, un nombre relativement
faible comparé aux nombreuses études menées sur le role du stress oxydatif dans d'autres maladies?®.
L'alpha-tocophérol, ou vitamine E, reconnue pour ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes,
particulierement dans la peau humaine, combat les ROS produits aprés exposition aux UV4245,
Cependant, les résultats concernant la quantification de I'alpha-tocophérol chez les patients atteints de
DA sont contradictoires. Par exemple, Oh et al.?*® ont rapporté une diminution significative des taux
sériques par rapport aux témoins sains, tandis que Hoppu et al.?*’ n’ont pas observé de différence
significative dans le sérum. D'autres études, comme celles de Hozyasz et al.?*®, ont constaté une
diminution de la vitamine E dans les érythrocytes des enfants atteints de DA par rapport aux enfants
sains. Cependant, Antille et al. 2*° ont trouvé une augmentation significative de ce biomarqueur dans les
échantillons de peau non Iésionnelle des sujets DA. Une différence a également été notée entre les ZR
des sujets DA et les controles, soulignant la complexité du métabolisme de la vitamine E dans le contexte
de la DA?*3, Dans I’étude SMPathoDA, seule la forme alpha-tocophérol acétate a été mesurée comme
étant significativement modulée. Cette forme stable de la vitamine E, largement utilisée en cosmétique
et en médecine pour la complémentation, est cependant non bioactive?*°,

Tout comme la vitamine E, les prostaglandines jouent un réle clé dans I'inflammation, étant
impliquées dans le stress oxydatif, comme dans le cas du vitiligo®®! ou de la DA?*2 Les deux
prostaglandines identifiées dans cette étude étaient des dérivés de la Prostaglandine F2a, une molécule
bien connue pour induire des démangeaisons chez les sujets atteints de DA?*2. L’augmentation des
prostaglandines est liée a une activation accrue de la voie de biosynthése des cyclooxygénases (COX),
les principales enzymes responsables de la synthése des prostaglandines, et cette voie est également
intensifiée chez les patients DA?2, L’élévation significative de ces molécules souligne clairement I'aspect
inflammatoire de la DA.

Une autre molécule influengant le stress oxydatif et modulée de maniére significative dans cette
étude était I'adrénochrome o-semiquinone, que I'on observait diminuée dans la ZL par rapport a la peau
non lésionnelle des sujets DA, ainsi qu'en comparaison avec les contrdles. L'adrénochrome est la forme
oxydée de I'adrénaline, I’lhormone du stress, et un précurseur de la mélanine?*?*, |e pigment principal
de la peau. Ce dernier est particulierement réactif au stress oxydatif, comme on peut I'observer apres
une exposition intense aux UV, par exemple lors de coups de soleil. L'adrénochrome o-semiquinone est
un agent réducteur qui réagit rapidement en présence d’oxygéne?®®, Sa diminution dans les ZL entraine
probablement une accumulation d’espeéces réactives de I'oxygene, augmentant ainsi le stress oxydatif.

6.2.5 Conclusion sur SMPathoDA

La DA est la pathologie de cette thése bénéficiant du plus grand nombre de références dans la
littérature, avec de nombreuses études en lipidomique et métabolomique ayant mis en évidence
d’importantes modifications moléculaires. L'un des marqueurs les plus significatifs était la forte
altération du profil des Cer. On observait une diminution globale de ces lipides, accompagnée d’un
déséquilibre de leurs proportions, avec une augmentation des Cer[NS] et Cer[AS], hausse du taux
d’insaturation, réduction de la longueur des chaines, ainsi qu’une baisse des phytosphingosines,
entrainant une augmentation du ratio Cer[NS]/Cer[NP] correspondant a ce qu’on retrouve dans la
littérature139143225 Cette modification de la longueur des chaines s’explique en partie par une



diminution de I'expression des élongases, impactant également les FFAs142_ Au-dela des SPs, Schafer
et al. rapportent une réduction des phospholipides et des esters de stérols, ainsi qu’une augmentation
des FFAs chez les patients atteints de DA?*® que nous n’avons pas retrouvé dans I'étude SMPathoDA.
D’autres études révelent une diminution des DGs et TGs, ainsi qu’une augmentation des
glycérophospholipides, nhotamment les phosphatidyléthanolamines et les acides phosphatidiques®?®,
mais aussi des phosphatidylcholines?’. Par ailleurs, une réduction du squaléne et des WEs a déja été
rapportée sur la peau atopique®®2>8, Concernant le métabolisme des acides aminés, plusieurs études
indiquent une diminution des dérivés d’acides aminés hygroscopiques, ainsi que de la citrulline dans les
peaux atteintes de DAY*2367238 _||yes et al. ont également mis en évidence une diminution de I"acétyl-
carnitine et une augmentation de certains acides aminés, notamment le glutamate, la méthionine, la
glutamine, I'asparagine, I'arginine et la lysine. lls observent également une élévation de la putrescine et
de la diméthylarginine asymétrique (ADMA)?>’. L’étude SMPathoDA a confirmé plusieurs de ces
altérations, en particulier les modifications du profil des Cer, la diminution des dérivés d’acides aminés
hygroscopiques et les perturbations des FFAs, bien que nous apportions une distinction entre FFAs a
chaine courte et longue. Toutefois, certaines divergences sont notables, notamment I'augmentation des
niveaux de TGs et de WEs dans I'étude, alors que la littérature rapporte plutét une diminution de ces
molécules. Enfin, I'’étude SMPathoDA a mis en lumiére des biomarqueurs encore peu documentés dans
la littérature, tels que deux dérivés de prostaglandines, I'adrénochrome O-semiquinone et l'alpha-
tocophérol acétate. Ces résultats démontrent ainsi que le SpiderMass permet de retrouver une partie
des altérations lipidiques caractéristiques de la DA, tout en révélant de nouvelles informations.

6.3 L’étude du Psoriasis

6.3.1 L’étude SMPathoPso

Dans ce troisieme groupe de I'étude SMPatho, la pathologie du Pso a été explorée a travers un
groupe Pso et son groupe contréle associé, comprenant au total 44 sujets, répartis en 22 pour chaque
sous-groupe. Comme pour les deux groupes précédents, les sujets des deux sous-groupes étaient inclus
simultanément et appartenaient a la méme tranche d'age, avec une répartition aussi équilibrée que
possible en termes de genre. Les participants du sous-groupe Pso devaient présenter un Pso en plaque
érythémato-squameux léger a modéré, avec un score IGA (Investigator Global Assessment) compris
entre 2 et 3 sur une échelle allant de 0 (clair) a 5 (trés sévére). Les critéeres d'inclusion nécessitaient
également qu'ils présentent au moins une ZL avec un score d'érythéme > 1 (échelle variant de 0 a 3), un
score de desquamation entre 1 (léger) et 2 (modéré) (échelle variant de 0 a 3), et un score d’cedeme
égal a 0 (absent) sur une échelle de 0 a 3. Les ZL pouvaient ainsi se situer sur les membres supérieurs ou
inférieurs, tandis que les ZPL, toujours placées a 1 cm des ZL, devaient impérativement étre exemptes
de fissures et de cro(tes. Les ZR, quant a elles, étaient situées pour tous les sujets sur la face interne de
I"avant-bras. Des exemples des ZL des sujets Pso inclus dans I’étude sont montrer en Figure 35.
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Figure 35 : Photographies de patients atteints de psoriasis inclus dans I'étude SMPatho01 présentant une plaque
squameuse et prurigineuse a) sur le coude ; b) sur le genou ; c) sur la cheville ; d) étendue sur la jambe.

Aprés la revue des acquisitions, deux sujets ont été supprimés de I'analyse SpiderMass car leur
calibration semblait compromise. L’analyse statistique des données SpiderMass s’est faite donc sur une
population totale de 42 sujets avec 21 sujets par groupe, le détail des caractéristiques est résumé dans
le Tableau 5.

Groupe Pso Groupe CTL
Sexe Hommes : 9 (44,86%) Hommes : 10 (47,62%)
Femmes: 12 (57,14%) Femmes : 11 (52,38%)
Age moyen (+/-STD) 39,05 (+/- 8,70) ans 41,19 (+/- 10,74) ans
Age médian / Min-Max 39 ans /24 ans— 53 ans 44 ans / 20 ans—53 ans
Phototypes Il /11l / IV 3(14,29%) / 17 (80,95%) / 1 (4,76%) 3(14,29%) / 17 (80,95%) / 1 (4,76%)

Tableau 5 : Tableau résumé des principales caractéristiques démographiques de la population analysée par
SpiderMass dans I'étude SMPathoPso et répartie dans les deux sous-groupes : dermatose et sain. CTL : Contréle ; Pso :
Psoriasis ; STD : Standard déviation.

Le prétraitement et les analyses statistiques faites pour se groupe sont ceux donnés dans la partie
5.3.2. Le prétraitement et I'analyse statistique avec un ajustement du modele selon le TIC et avec
I’étape d’AF en moins car ce traitements des données n’était pas recommander pour ce jeu de données.
Pour rappel I’AF est une approche statistique utilisée pour ajuster la sévérité de cette correction BH, en
filtrant les masses en fonction d’'un critere, permettant d’augmenter la puissance statistique et de
limiter les faux positifs, tout en conservant les signaux les plus pertinents pour I'étude biologique. En
effet un grand nombre de signaux sortent significativement modulés (p-value < 0,05) et I’AF demandais
une grande suppression de signaux pour ajouter des signaux significativement modulés (p-value < 0,05).
Pour le psoriasis les comparaisons étudiées étaient :

- Inter-groupe:
o Comparaison des ZL entre les sujets Pso et les sujets CTL (ZL Pso vs CTL)
o Comparaison des ZR entre les sujets Pso et les sujets CTL (ZR Pso vs CTL)
- Intra-groupe:
o Comparaison chez les sujets Pso des ZL avec les ZR (Pso ZL vs ZR)
o Comparaison chez les sujets Pso des ZL avec les ZPL (Pso ZL vs ZPL)
o Comparaison chez les sujets Pso des ZPL avec les ZR (Pso ZPL vs ZR)




6.3.2 Caractéristiques générales des masses détectées et modulées dans

SMPathoPso

Comme pour la partie DA dans les groupes Pso et son sous-groupe associé un grand nombre de
signaux étaient modulés dans les différentes comparaisons et principalement pour les comparaisons ZL
Pso vs CTL, Pso ZL vs ZR et Pso ZL vs ZPL ou I'on retrouvait plus de 200 signaux significativement modulés
(p-value £ 0,05) pour chacun. Au vu de ce nombre important de signaux a identifier I'analyse s’est faite
uniquement sur les masses qui ont un FC,ps 2 2. Le descriptif des masses significativement modulées sur
les 5 comparaisons ainsi que les signaux qui ont un FCaps > 2 et leur répartition dans les trois niveaux de

confiance est donnée en Tableau 6 et sur les volcanoplot en Figure 36.

ZLPsovs CTL | PsozZLvs ZR Pso ZPLvs ZR | ZR Pso vs CTL
Signaux modulés significativement (p-value < 0,05) 215 367 269 91 64
ML 92123 96 | 271 75 | 194 24 | 67 64 | 0
Signaux apreés filtrage avec un FCaps = 2 102 97 77 1 2
M| 42]60 15 | 82 13 | 64 1]0 210
Signaux identifiés en Niveau 1 / Equivalent en molécules 4/2 2/1 2/1 0 0
Signaux identifiés en Niveau 2 / Equivalent en molécules 64 /59 53/48 40/28 0 2/2
Signaux identifiés en Niveau 3 / Equivalent en molécules 25/17 29/19 24 /17 0 0
Isotopes (niveau 1, 2 et 3) 24 19 14 0 0
Non identifiés 9 13 11 1 0

Tableau 6 : Détail des signaux modulés significativement (p-value < 0,05) comprenant les signaux surproduits et les
signaux sous-produits pour chacune des comparaisons étudiées dans I'étude Pso ainsi que les signaux obtenus apres filtrage
avec un FCups 2 2 avec leur répartition dans les différents niveaux d’identification. CTL : Contréle ; FCups : Fold Change absolu ;

Pso : Psoriasis ; ZL : Zone lésionnelle ; ZPL : Zone péri-lésionnelle ; ZR : Zone de référence.
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Figure 36 : VolcanoPlot des masses des 5 principales comparaisons a) ZL Pso vs CTL ; b) Pso ZL vs ZR ; c) Pso ZL vs
ZPL ; d) Pso ZPL vs ZR et e) ZR Pso vs CTL de I’étude SMPathoPso. a), ¢), d) et e) : En rouge sont représentés les m/z qui sont
non significatifs mais ont un FCaps > 2, en vert ce sont les m/z qui sont non significatifs et ont un FCaps < 2, en bleu sont
représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-value < 0,05) mais ont toujours un FCups < 2 et enfin en violet sont
représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-value < 0,05) dans I'étude SMPathoPso et qui ont un FCups > 2. b) :
En rouge sont représentés les m/z qui sont non significatifs et ont un FCups < 2, €n vert sont représentés les m/z qui sont
significativement modulés (p-value < 0,05) mais ont toujours un FCaps < 2 et enfin en bleu sont représentés les m/z qui sont
significativement modulés (p-value < 0,05) dans I’étude SMPathoPso et qui ont un FCqups 2 2. CTL : Contréle ; Pso : Psoriasis ;
ZL : Zone lésionnelle ; ZPL : Zone péri-lésionnelle ; ZR : Zone de référence

En comparant les masses significativement modulées avec un FC.ps > 2 dans la comparaison ZL Pso
vs CTL, 68 masses étaient également modulées dans la comparaison Pso ZL vs ZR, et 62 dans la
comparaison Pso ZL vs ZPL. Environ deux tiers des masses significativement modulées avec un FCaps > 2
dans la comparaison Pso ZL vs ZR étaient également présentes dans la comparaison ZL Pso vs CTL. De
plus, presque toutes les masses modulées de maniére significative avec un FCass 2 2 dans la comparaison
Pso ZL vs ZPL étaient retrouvées dans la comparaison Pso ZL vs ZR. Enfin, bien que la comparaison ZR
Pso vs CTL révelait peu de masses significativement modulées avec un FCaps 2 2, celles-ci étaient presque
entierement retrouvées dans la comparaison ZL Pso vs CTL.



6.3.3 Identification des molécules modulées dans |I’étude SMPathoPso

Dans cette troisieme partie de I’étude SMPatho, un total de 68 molécules ont été identifiées par
fragmentation (niveau 1 et 2)(Annexe 6 : Assignations SMPathoPso). Comme pour les autres groupes,
les molécules étaient classées selon la nomenclature de LipidMaps pour les lipides et HMDB pour les
métabolites. La comparaison principale ZL Pso vs CTL révelait 44 molécules, réparties en 7 super classes
et 10 classes principales. La comparaison Pso ZL vs ZR identifiait 38 molécules réparties en 5 super
classes et 9 classes principales, tandis que la comparaison Pso ZL vs ZPL en identifiait 28, réparties en 6
super classes et 8 classes principales. Enfin, la comparaison ZR Pso vs CTL ne présentait qu’une seule
super classe et une seule classe principale dans ses identifications.

Tout d'abord, parmi les 68 molécules identifiées, 5 étaient classées comme acyles gras,
comprenant deux FFAs, avec un saturé et un insaturé, ainsi que 3 esters gras, dont deux WEs et un
FAHFA. Le FFAs saturé, identifié comme FA 26:0, était diminué dans les 3 comparaisons impliquant la ZL
des sujets Pso, et cette diminution était observée dans toutes les comparaisons, tout comme pour le
WE a chaine la plus longue. En revanche, I'acide gras libre insaturé, qui était I'acide arachidonique, était
surproduit dans les ZL des sujets Pso. Le deuxieme WE, ayant une chaine plus courte (10 carbones), était
diminué uniquement dans la comparaison ZL Pso vs CTL. Enfin, le FAHFA identifié€ comme w-FAFAH, avec
une chaine de 48 carbones, était significativement diminué (p-value < 0,05) dans toutes les
comparaisons, sauf ZL Pso vs CTL.

La deuxiéme super classe modifiée de maniére significative (p-value < 0,05) apreés un filtrage avec
un FCups = 2 était la famille des GLs, avec 8 molécules identifiées. Dans cette super classe, un
monoglycéride, 4 DGs et 3 TGs étaient modifiés. Le monoglycéride était diminué dans les 3
comparaisons prenant en compte les ZL des sujets Pso, tandis que tous les DGs et TGs étaient
augmentés. En effet, la totalité des DGs et TGs étaient augmentée dans la comparaison ZL Pso vs CTL et
3 étaient également augmentés dans Pso ZPL vs ZR et un dans Pso ZL vs ZR.

Ensuite, la super classe ayant le plus grand nombre de molécules modifiées de maniere
significative (p-value < 0,05) et avec un FCaps > 2 était celle des SPs. Au total, 41 molécules de SPs ont
été identifiées par fragmentation, réparties en 2 classes principales : les SPBs et les Cer. Quatre tétes
polaires différentes étaient retrouvées pour les SPBs et sept familles pour les Cer. Concernant les SPBs,
13 molécules étaient identifiées comme modulées de maniére significative (p-value < 0,05), réparties
sur 3 des 5 comparaisons étudiées. Parmi ces SPBs, on retrouvait principalement des homologues aux
SPB que I'on pouvait classer en fonction de leur famille, avec des [S], des [H], des [DS] ou des [P]. Toutes
les SPBs étaient retrouvées diminuées dans Pso ZL vs ZR, et toutes les SPBs sauf 2 étaient également
diminuées dans les comparaisons ZL Pso vs CTL et Pso ZL vs ZPL. Comme pour les SPBs identifiées dans
la partie DA, les SPBs de la partie Pso présentent généralement des chaines plutét longues, a I'exception
d’une qui était la phytosphingosine.

Concernant les Cer, qui constituaient la classe principale avec le plus de molécules modulées, 28
étaient identifiées comme modulées de maniére significative dans 4 comparaisons. ZL Pso vs CTL
regroupait 18 des 28 Cer identifiées, et Pso ZL vs ZR en regroupait 15, dont 9 n’étaient pas retrouvées
significativement modulées dans la comparaison ZL Pso vs CTL. Ensuite, Pso ZL vs ZPL regroupait 10 Cer,
et ZR Pso vs CTL présentait uniquement 2 Cer augmentés chez les sujets Pso. Sur I'ensemble, plusieurs
familles de Cer étaient modulées différemment. En effet, 3 familles étaient plus concentrées dans les ZL
les sphingosines [NS] et [AS], les dihydrosphingosines [NDS], ainsi que la plupart des 6-hydroxy-
sphingosines [NH] et [AH] que I'on retrouvait également plus concentrée dans ZR Pso vs CTL. Les
phytosphingosines étaient, elles, diminuées dans les ZL. Le rapport [NS]/[NP] était plus important pour



les ZL, avec une valeur de 6,14 contre 1,24 pour la zone ZPL des sujets Pso, 0,68 pour la ZR des sujets
Pso, et 1,46 pour les ZL des sujets CTL.

Seul le cholestérol ressortait dans cette partie Pso de I'étude SMPatho comme stérol, étant
retrouvé augmenté dans les ZL des sujets Pso comparés aux sujets CTL.

Enfin, sept métabolites étaient identifiés dans trois des cing comparaisons, comprenant un
benzenoide, quatre acides organiques qui étaient des acides aminés, un composé organooxygéné et un
azole. Toutes ces molécules étaient retrouvées dans la comparaison Pso ZL vs ZPL. Dans cette
comparaison, I'acide benzoquinoneacétique, la citrulline et I'acide trans-urocanique étaient diminués,
tandis que I'acide glutamique était augmenté. En plus de la comparaison Pso ZL vs ZPL, la citrulline et
I'acide trans-urocanique étaient également diminués dans les comparaisons ZL Pso vs CTL et Pso ZL vs
ZR. Dans cette derniere comparaison, I'acide pyroglutamique était lui aussi diminué. L’acide benzoique
était réduit dans ZL Pso vs CTL, alors que la lysine et I'acide glutamique étaient, a l'inverse, augmentés
dans cette comparaison.

6.3.4 Discussion sur SMPathoPso

Comme pour les deux autres pathologies étudiées, les molécules identifiées dans cette partie de
I'étude SMPatho peuvent étre regroupées en plusieurs voies métaboliques, impliquées dans
I'inflammation, I’hyperprolifération des kératinocytes, la perturbation de ’homéostasie du cholestérol
et I'altération de la fonction barriére.

Le premier ensemble de voies métaboliques observé dans I'étude SMPathoPso était lié a
l'augmentation de I'état inflammatoire, caractérisé par des marqueurs spécifiques. L'acide
arachidonique est la molécule la plus représentative de cette inflammation. Son augmentation est
largement observée dans les peaux lésionnelles des patients atteints de DA et de Pso?%242259 |’gcide
glutamique, quant a lui, est un marqueur commun a plusieurs pathologies inflammatoires, telles que la
polyarthrite rhumatoide, I'obésité et la maladie d'Alzheimer?®2%2 ou sa concentration est
significativement plus élevée chez les patients par rapport aux sujets sains. Dans la peau lésionnelle, des
niveaux élevés de I'acide glutamique pourraient refléter une demande accrue en glutamine, une source
d’énergie essentielle pour les cellules immunitaires?3, En effet, dans les lymphocytes, I'acide glutamique
joue un réle clé en tant qu’intermédiaire du métabolisme de la glutamine!'*!2, Enfin, plusieurs études
sur le Pso, indépendamment de la méthode d’analyse utilisée?*?%, rapportent une augmentation
significative de I'acide glutamique dans la peau lésionnelle, ainsi que dans le sérum?®® des patients
atteints de cette pathologie.

L’hyperprolifération des kératinocytes est une autre caractéristique clé du Pso, mise en évidence
par plusieurs marqueurs identifiés dans I'étude SMPatho. Chez les patients atteints de Pso, le
renouvellement cutané s’accélére jusqu’a dix fois plus que la normale, entrainant des modifications
profondes du profil lipidique, en particulier des Cer. On sait que les propriétés lipidiques du SC sont
étroitement liées a son organisation lamellaire et latérale, et que ces structures sont altérées dans
certaines maladies cutanées®®”?%¢, Dans le Pso en plaques, des études montrent des changements dans
la composition des Cer du SC*°. Dans I'étude SMPatho, une augmentation générale des Cer était
observée, a I’exception des Cer de classe [P] (Cer [NP] et Cer [AP]), dont la concentration diminuait. Leur
diminution dans les ZL du Pso entraine une instabilité de la membrane lipidique, contribuant ainsi a la
fragilisation de la fonction barriere de la peau.

L'hyperprolifération des kératinocytes ne se limite pas a une modification du profil des Cer, elle
entraine également des altérations du métabolisme cutané. Comme mentionné précédemment, I'acide
glutamique, régulierement retrouvé en concentration élevée dans la peau lésionnelle des patients



atteints de Pso, pourrait refléter une demande accrue en glutamine. Or cette derniére joue un réle
essentiel non seulement dans le métabolisme énergétique des cellules immunitaires, mais aussi dans
celui des kératinocytes, qui nécessitent une synthése rapide des protéines?’>?’!, De plus, I'acide
glutamique possede une action hyperproliférative, favorisant ainsi I'accélération du renouvellement
cellulaire?”2, Par ailleurs, I'étude SMPatho a mis en évidence une surproduction de lysine dans les ZL des
patients atteints de Pso, comparée non seulement aux sujets CTL, mais aussi aux ZPL et ZR des patients
Pso. Or, la lysine est impliquée dans la production de collagéne, dont la synthése est augmentée dans la
peau Pso!3, Cela suggére un lien entre I'excés de lysine et les modifications structurelles du tissu cutané
observées dans cette pathologie.

Parmi les nombreuses voies métaboliques impactées dans le Pso, une théorie suggére une
perturbation de 'homéostasie du cholestérol. En temps normal, environ 85 mg de cholestérol sont
sécrétés chaque jour par la peau saine. Cependant, chez les patients atteints de Pso, une quantité
nettement plus élevée a été retrouvée dans les squames cutanées. Ces patients perdententre 1 et2 g
de cholestérol par jour, soit 12 & 23,5 fois plus que les sujets sains!®>27>274 Par ailleurs, leur métabolisme
systémique du cholestérol est également altéré?’>, Un lien existe entre le métabolisme du cholestérol,
la réponse immunitaire et I'inflammation?’®, toutefois, ce mécanisme reste encore mal compris. Ce
déséquilibre est fréquemment observé dans les maladies inflammatoires chroniques, comme le Pso?’.
Dans I'étude SMPatho, bien que la concentration exacte de cholestérol cutané n’ait pas été mesurée,
une augmentation significative a été observée dans les ZL des patients atteints de Pso ce qui est retrouvé
dans différentes études également?02202,

Les patients atteints de Pso présentent une fonction barriere cutanée considérablement
altérée?”’, en raison d’une perturbation du systéme « brick and mortar » du SC. Si ces altérations sont
bien décrites pour des pathologies comme la DA, des études de transcriptomique, comme celles de
Zhang X.?’®, montrent que la composante protéique du SC des sujets psoriasiques subit une perturbation
similaire a celle observée dans la DA. Ces déséquilibres affectent également I'expression de certains
transporteurs lipidiques impliqués dans la formation des lamelles lipidiques. L'impact sur la structure
protéique est illustré dans I’étude SMPathoPso par la diminution de plusieurs acides aminés et dérivés
d’acides aminés hygroscopiques, dont la citrulline, I'acide pyroglutamique et le trans-urocanate. La
réduction de la citrulline dans le Pso s’explique en partie par la diminution de la FLG*">?%, bien que son
géne ne soit pas muté chez ces patients?®?82, contrairement a la DA. En paralléle, une autre protéine
clé, la kératine K1, est également affectée car substrat elle aussi de désimination?®. Des études,
notamment celles de Senshu et al., montrent que cette kératine est le principal substrat de la
déimination dans I’épiderme des mammiféres?*28, Sa diminution chez les sujets psoriasiques entraine
donc une baisse des niveaux de citrulline?®®, comme observé dans I"étude SMPatho. Par ailleurs,
I'interféron gamma (IFN-y), fortement présent dans les ZL du Pso, inhibe cette réaction de citrullination,
accentuant encore la diminution des niveaux de citrulline. Enfin, la phytosphingosine était sous-produite
dans les ZL des patients psoriasiques comparées aux sujets témoins. Or, comme détaillé dans la partie
DS de I'étude SMPatho, cette molécule joue un role clé dans le NMF en stimulant I'expression des génes
codant la FLG ainsi que les enzymes responsables de sa dégradation. Une production insuffisante de
phytosphingosine compromet donc la disponibilité des acides aminés et de leur dérivés hygroscopiques,
contribuant a la déficience de la barriere cutanée observée dans le Pso.

Des analyses du transcriptome révelent également une augmentation de I'expression des génes
impliqués dans les voies de signalisation de I'IFN-y. Cette cytokine pro-inflammatoire joue un role clé
dans le Pso en régulant négativement plusieurs ELOVLs, essentielles a la synthése des acides gras®’.
Parmi elles, I'ELOVL1 est impliquée spécifiquement dans I'’élongation des acides gras saturés de C20 a
2628828 ¢lle permet donc la production d’acides gras a trés longue chaine tout comme I’ELOVL4%%, De
son cOté, 'ELOVLG est responsable de I'élongation des acides gras a partir de C16%°1, La suppression de



ces enzymes induite par I'IFN-y est considérée comme une cause majeure de la diminution des Cer[NP]
et [AP] dans les |ésions psoriasiques, ainsi que du raccourcissement des chaines d’acides gras observé
dans cette pathologie?®®2692922%3  |’étude SMPatho confirme cette tendance avec une diminution
significative des phytosphingosine mais également du FA 26:0 dans les ZL. Ce raccourcissement des
chaines est également observé pour les SPBs. Enfin, un autre type de lipides est également impliqué
dans la perturbation de la fonction barriére chez les patients psoriasiques : les FAHFAs. La diminution de
I'expression des élongases affecte leur synthése, entrainant une réduction des FAHFAs a chaine longue
et, en paralléle, une augmentation des FAHFAs & chaine courte (C16)?**, comme observé dans I'étude
SMPatho.

La modification de la famille des GLs observée dans I'étude SMPatho est en accord avec la
littérature, bien qu’aucun lien direct avec un processus biologique spécifique du Pso n’ait encore été
établi. Cependant, une revue de Pietrzak et al. (2005) cite les travaux de Khyshiktuev et Falco, qui
rapportent une augmentation des lipides totaux, des TGs et du cholestérol, aussi bien dans le sang que
dans I'épiderme des patients psoriasiques!®?%, L’étude SMPatho confirme cette tendance en mettant
en évidence une hausse significative des TGs, mais aussi des DGs, dans les ZL.

6.3.5 Conclusion sur SMPathoPSo

Le Pso, tout comme la DA, fait I'objet de nombreuses publications en lipidomique et
métabolomique. Parmi les molécules les plus étudiées, on retrouve les Cer pour lesquels contrairement
a la DA ou I'on observe une diminution des Cer totaux®®®, le Pso se caractérise par une augmentation
globale des Cer, avec toutefois des variations importantes selon les sous-familles. L'étude SMPathoPso
a confirmé ainsi une forte hausse des Cer[NS] et des Cer a chaine courte, associée a une nette diminution
des Cer[NP], des Cer[AP] et des acylcéramides®®®, en accord avec la littérature. Concernant les SPBs, les
travaux de Moon et al. ainsi que de Checa et al. rapportent une augmentation des sphingosines et des
sphinganines, également retrouvée dans SMPathoPso. La sphingosine-1-phosphate augmente dans la
peau psoriasique?’?%, bien que cette modulation ne soit pas confirmée dans SMPathoPso. De maniére
générale, la littérature montre une élévation globale des lipides dans les peaux psoriasiques, ce qui se
traduit notamment par une hausse des TGs et du cholestérol'®!, également observée dans SMPathoPso.
Les phospholipides, en revanche, ne sont pas significativement modifiés dans notre étude, et les travaux
antérieurs restent contradictoires, rapportant tantdt une diminution?®, tantét une augmentation dans
le Pso!9139%0:301 Sy |e plan métabolomique, I'étude de Wiong et al. met en évidence plusieurs altération
métaboliques. La xanthosine, impliquée dans la prolifération cellulaire, augmente dans le Pso, de méme
gue l'inosine et la carnitine, plus concentrées dans les zones lésées du Pso mais non retrouvé dans
SMPathoPso. Du cété lipidique, les auteurs rapportent la diminution de la palmitoylcarnitine et une
augmentation de trois acides gras libres, dont deux PUFAs (EPA et DHA), ainsi que de la 13-HODE, une
oxylipine impliquée dans I'inflammation. Ces résultats ne sont pas tous retrouvés dans SMPathoPso, ou
seule la 13-HODE est significativement modulée, avec toutefois un FCaups inférieur a 2. Enfin, plusieurs
acides aminés, notamment la thréonine, la sérine et la citrulline?®, apparaissent diminués et la baisse
de cette derniere est confirmée dans SMPathoPso.

6.4 L’étude de la Rosacée

6.4.1 L'étude SMPathoRosacée

Dans I’étude SMPatho, le groupe Rosacée a été analysé avec un total de 35 sujets, 17 dans le
groupe pathologique et 18 dans le groupe contréle. Le faible nombre de participants s’explique par des
difficultés de recrutement au sein du panel de volontaires du centre. Comme pour les autres
dermatoses, les deux sous-groupes ont été inclus en paralléle, en veillant a une répartition homogene
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selon I'dge et le genre. Les sujets du groupe Rosacée présentaient une érythrocouperose
télangiectasique et des papules faciales légeres a modérées, avec un score IGA compris entre 2 et 3 sur
une échelle de 0 (absence) a 4 (sévérité maximale), ainsi qu’un score d’érytheme persistant d’au moins
1 sur une échelle de 0 (absence) a 3 (sévérité maximale), comme l'illustrent ces photos prises lors de
I’étude SMPatho en Figure 37. Dans ce dernier groupe, les zones ZL et ZPL étaient situées au niveau du
visage, tandis que la zone ZR se trouvait sur la face interne de I'avant-bras
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Figure 37 : Photographies de patients atteints de rosacée inclus dans I'étude SMPatho01 présentant a) des rougeurs et
un érythéeme ; b) des lésions semblables a I'acné avec des papules ; c) des télangiectasies ou ; d) une forte atteinte au nez.

L'analyse statistique des données SpiderMass s’est faite sur la totalité de la population incluse
soit un total de 35 sujets avec 17 Rosacée et 18 CTL, le détail des caractéristiques démographiques est
résumé dans le Tableau 7.

Groupe Rosacée Groupe contrdle
Sexe Hommes : 1 (5,88%) Hommes : 1 (5,56%)
Femmes : 16 (94,12%) Femmes : 17 (94,44%)
Age moyen (+/-STD) 39,59 (+/- 8,74) ans 42,67 (+/-7,24) ans
Age médian / Min-Max 39 ans/21ans—>53 ans 40,5 ans / 30 ans — 55 ans
Phototypes Il /Il / IV 6 (35,29%) / 10 (58,82%) / 1 (5,88%) 4(22,22%) / 12 (66,67%) / 2 (11,11%)

Tableau 7 : Tableau résumé des principales caractéristiques démographiques de la population analysée par
SpiderMass dans I'étude SMPathoPso et répartie dans les deux sous-groupes : dermatose et sain. STD : Standard déviation.

Le prétraitement et les analyses statistiques faites pour se groupe étaient celles données dans la
partie 5.3.2. Le prétraitement et I’analyse statistique. Pour cette pathologie les comparaisons étudiées
étaient :

- Inter-groupe :
o Comparaison des ZL entre les sujets rosacée et les sujets CTL (ZL Rosacée vs CTL)
o Comparaison des ZPL entre les sujets rosacée avec les zones « lésionnelles » des sujets
CTL (correspondant au visage) (rosacée ZPL vs CTL ZL)
- Intra-groupe:
o Comparaison chez les sujets rosacée des ZL avec les ZPL des sujets rosacée (Rosacée ZL
vs ZPL)
Prélevements de sébum sur papier a cigarettes :
- Inter-groupe:
o Comparaison des ZL entre les sujets rosacée et les sujets CTL (Sébum ZL Rosacée vs CTL)




6.4.2 Caractéristiques générales des masses détectées et modulées dans
SMPathoRosacée

Pour cette derniére pathologie, le nombre de signaux modulés significativement (p-value < 0,05)
avec un FCaps 2 1,5 était suffisamment raisonnable pour étre exploité. Ainsi, ce seuil a été retenu pour
identifier les masses dans les quatre comparaisons sélectionnées. Le descriptif de ces masses, ainsi que
leur répartition selon les trois niveaux de confiance, est présenté en Tableau 8 et sur les volcanoPlot en

Figure 38.
Rosacée ZL vs Rosacée ZPL vs Sébum ZL
CTLZL Rosacée vs CTL

Signaux modulés significativement (p-value < 0,05) 3 77 129 13

ML 310 65| 12 61| 68 130
Signaux apreés filtrage avec un FCabs 2 1,5 3 51 78 2

ML 310 41|10 21|57 210
Signaux identifiés en Niveau 1 / Equivalent en molécules 0 6/2 4/2 0
Signaux identifiés en Niveau 2 / Equivalent en molécules 0 35/24 43 /21 0
Signaux identifiés en Niveau 3 / Equivalent en molécules 2/2 8/6 18/13 0
Isotopes (niveau 1, 2 et 3) 0 16 25 0
Non identifiés 1 2 13 2

Tableau 8 : Détail des signaux modulés significativement (p-value < 0,05) comprenant les signaux surproduits et les
signaux sous-produits pour chacune des comparaisons étudiées dans I'étude SMPathoRosacée ainsi que les signaux obtenus
apres filtrage avec un FCups > 1,5 avec leur répartition dans les différents niveaux d’identification. CTL : Contréle ; FCups : Fold

Change absolu ; ZL : Zone lésionnelle ; ZPL : Zone péri-lésionnelle ; ZR : Zone de référence
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Figure 38 : VolcanoPlot des masses des 4 principales comparaisons a) ZL Rosacée vs CTL ; b) Rosacée ZPL vs CTL ZL ; c)
Rosacée ZL vs ZPL et d) Sébum ZL Rosacée vs CTL de I'étude SMPathoRosacée. a), b) et d) : En rouge sont représentés les m/z
qui sont non significatifs mais ont un FCaps > 1,5, en vert ce sont les m/z qui sont non significatifs et ont un FCaps < 1,5, en bleu
sont représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-value < 0,05) mais ont toujours un FCups < 1,5 et enfin en violet



sont représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-value < 0,05) dans I'étude SMPathoRosacée et qui ont un FCaps
>1,5. ¢) : En rouge sont représentés les m/z qui sont non significatifs et ont un FCaps < 1,5, en vert sont représentés les m/z qui
sont significativement modulés (p-value < 0,05) mais ont toujours un FCaps < 1,5 et enfin en bleu sont représentés les m/z qui
sont significativement modulés (p-value < 0,05) dans I’étude SMPathoRosacée et qui ont un FCaps 2 1,5. CTL : Contréle ; ZL :
Zone lésionnelle ; ZPL : Zone péri-lésionnelle ; ZR : Zone de référence

En comparant les masses significativement modulées avec un FCaps 2 1,5 entre la comparaison
Sébum ZL Rosacée vs CTL, réalisée sur des prélevements de sébum a I'aide de papier a cigarettes, et les
trois autres comparaisons effectuées par analyses in-vivo, aucune masse commune n’a été identifiée.
En revanche, les comparaisons Rosacée ZPL vs CTL ZL et ZL Rosacée vs CTL présentaient des masses
communes, avec un total de 23 masses partagées. Il est a noter que ces masses ne sont pas retrouvées
avec un FCups = 1,5 dans la derniere comparaison in-vivo, Rosacée ZL vs ZPL, bien qu’elles y soient
majoritairement significativement modulées.

6.4.3 ldentification des molécules modulées dans I’étude SMPathoRosacée

Dans cette quatrieme et derniére pathologie de I'’étude SMPatho 40 molécules étaient identifiées
par fragmentation (niveau 1 et 2)(Annexe 7: Assignations SMPathoRosacée) avec toujours un
classement des molécules selon la classification et nomenclature de LipidMaps pour les lipides et HMDB
pour les métabolites. Finalement aprés identification seul deux comparaisons possédaient des
molécules en niveau 1 et 2. ZL Rosacée vs CTL regroupait 24 molécules réparties en 6 super classes et 8
classes principales et Rosacée ZPL vs CTL ZL possédait 21 molécules identifiées réparties en 5 super
classes et 8 classes principales.

Parmi les 40 molécules de I'étude SMPathoRosacée, cing étaient des Acyl gras avec un acide gras
libre insaturé, il s’agissait plus précisément de I'acide arachidonique et 4 esters gras dont 3 WEs, qui
étaient tous avec deux insaturations, une sur chaque chaine et un w-FAHFA a chaine longue.

Concernant les GLs, un grand nombre de molécules était modulé avec 17 mais seul des DGs et les
TGs étaient identifiés. On retrouvait 12 DGs et 5 TGs qui étaient par ailleurs tous augmentés dans la
comparaison Rosacée ZPL vs CTL ZL et deux DGs étaient également augmentés dans la comparaison ZL
Rosacée vs CTL.

Ensuite les SPs étaient également bien représentés avec 13 molécules dans cette partie de I'étude
SMPatho et une grande partie de ces molécules étaient des SPBs (11 SPBs) et seulement 2 étaient des
Cer. Les 11 SPBs étaient diminuées dans la comparaison ZL Rosacée vs CTL, parmi ces 11 SPBs seulement
2 étaient diminuées en plus dans la comparaison Rosacée ZPL vs CTL ZL. Parmi ces SPBs on retrouvait 3
sous-classes : [S], [DS] et [P]. Les deux Cer identifiées étaient toutes les deux augmentées dans les deux
comparaisons et représentent une seule famille de Cer, la famille [NS].

La derniére super classe de lipides identifiées dans SMPathoRosacée était la classe des prénols
dans laquelle 2 molécules étaient identifiées comme le squaléne et un dérivé du squaléne oxydé. Le
squaléne était augmenté dans les deux comparaisons et le Nor-Dolichols, qui est le dérivé oxydé du
squaléne était également augmenté mais uniquement dans la comparaison Rosacée ZPL vs CTL ZL.

Enfin 2 métabolites étaient identifiés avec un acide aminé qui était la citrulline qui était diminué
dans les deux comparaisons et I'acide trans-urocanique qui était lui diminué uniquement dans ZL
Rosacée vs CTL.

6.4.4 Discussion sur SMPathoRosacée

L’ensemble des molécules identifiées dans cette partie de I'étude SMPatho peut également étre
rassemblé dans un ensemble de voies métaboliques comprenant la modification de la composition des



lipides du sébum, le stress oxydatif, I'état inflammatoire et comme pour les autres pathologies la
fonction barriere.

Le premier regroupement de voies métaboliques identifié dans SMPathoRosacée concerne
I'altération de la fonction barriere. Cette altération affectait a la fois la composante protéique et
lipidique de la barriére cutanée. Sur le plan protéique, une diminution de la citrulline était observée
dans les ZL et ZPL des sujets rosacée, comparativement aux ZL des sujets CTL. De plus, I'acide trans-
urocanique était réduit dans les ZL des sujets rosacée par rapport aux témoins. Ces observations
suggerent une baisse de la quantité de FLG ou d’une autre protéine sujette a la déimination et de leurs
processus de citrullination, bien qu’aucune donnée de la littérature ne le confirme directement.
Cependant, il est également établi que I'lFN-y, fortement présent dans la peau des sujets rosacée, inhibe
la citrullination de la FLG ce qui pourrait participer a la diminution des marqueurs, citrulline et acide
trans-urocanique observé dans I'étude SMPathoRosacée. Par ailleurs, la phytosphingosine est sous-
produite dans les ZL des sujets rosacée, impliquée dans I'expression des génes codant la FLG et les
enzymes responsables de sa dégradation, comme observé dans deux des autres pathologies, elle
pourrait elle aussi étre un marqueur de cette diminution de la partie protéique de la fonction barriére.
Concernant la composante lipidique de la fonction barriére, une diminution de la longueur des chaines
lipidiques, incluant les FFAs, les FAHFAs et les Cer, était également observée. Cette réduction pourrait
étre liée a l'infiltration de I'IFN-y, qui, comme décrit dans le contexte de la DA ou du Pso, régule
négativement certaines élongases, notamment ELOVL1. Cette enzyme, essentielle a I'élongation des
acides gras saturés a longue chaine (de C20 a C26) va, par son inhibition par I'lFN-y, entrainer une baisse
des lipides C24 et une augmentation des lipides C16 et C18%°, Enfin, une diminution d’une Cer spécifique
(Cer[NP], niveau 3) a été observée dans la peau lésionnelle des sujets rosacée, constituant un marqueur
supplémentaire de I'altération de la fonction barriére.

Dans I'étude SMPathoRosacée, une augmentation des lipides sébacés a été observée chez les
sujets rosacée, notamment une hausse des WE et du squaléne, spécifiques du sébum®, ainsi que des
DGs et TGs. Toutefois, I'indice lipidique (IL), utilisé pour mesurer la quantité de sébum au cours de
I’étude, n’a révélé aucune différence significative entre les groupes Rosacée et CTL. Ce résultat est en
accord avec une étude précédente datant de 19753,

Bien qu’aucun lien direct entre le squaléne et la rosacée n’a été établi, il est connu que
I’exposition aux UV2% est 'un des déclencheurs cliniques de cette pathologie. Or, le squaléne joue un
réle clé dans I'activité antioxydante de la peau exposée. Il posséde en effet la capacité d’absorber et de
retenir une grande quantité d’oxygéne, représentant environ un quart de son poids'®1%° Cette
propriété entraine la formation de dérivés oxydés du squaléne, protégeant ainsi ’ADN et les cellules des
radicaux libres générés par les UV. Dans I'étude SMPathoRosacée, nous avons observé une
augmentation d’un dérivé oxydé du squaléne (portant une fonction OH). Par ailleurs, une surproduction
d’hypoxanthine a été détectée dans les ZL par rapport aux ZPL (niveau 3), indiquant un stress oxydatif
accru dans ces régions. Ce phénomeéne pourrait s’expliquer par le passage de |I'hypoxanthine a la
xanthine, puis la conversion de la xanthine en urate, un processus nécessitant de I'oxygene pour activer
la xanthine oxydase, une source majeure de peroxyde d’hydrogéne (H,0,)3%3%, Enfin, la spermine, une
amine biogénique appartenant a la méme famille que la putrescine et la spermidine, retrouvé augmenté
dans les ZL, joue un role essentiel dans plusieurs fonctions cellulaires. Elle intervient dans la prolifération
et la croissance cellulaire, protege I'ADN contre les dommages oxydatifs, régule son état
conformationnel, interagit avec les canaux ioniques et participe a la modulation de la réponse
immunitaire3®>-3%7, De plus, bien que les niveaux de polyamines augmentent lors de I'inflammation, leur
réle exact dans ce processus reste incertain car elles semblent posséder a la fois des propriétés pro- et
anti-inflammatoires3%431,



Enfin, plusieurs marqueurs de l'inflammation étaient en augmentation, notamment I'acide
arachidonique ainsi que les lipides oxydés. Comme mentionné précédemment, I'augmentation du
squaléne et de ses dérivés oxydés accroit non seulement le stress oxydatif mais également
I'inflammation. En effet, chez I’humain, les lipides oxydés sont considérés comme de puissants
médiateurs inflammatoires dans certaines affections cutanées, telles que le pityriasis versicolor ou la
DS%. Plus précisément, le squaléne oxydé est connu pour induire la libération de cytokines
inflammatoire3!.

6.4.5 Conclusion de la partie SMPathoRosacée

Contrairement aux autres pathologies étudiées, en particulier la DA et le Pso, la rosacée reste
largement sous-explorée, avec peu d’études cliniques et encore moins d’analyses omiques. Les rares
études en lipidomique ont soit conclu a I'absence de différences significatives?'?, soit identifié des
variations dans la concentration de certains acides gras libres cutanés, avec par exemple une
augmentation du FA 14:0 et une diminution des FA 20:0, FA 22:0, FA 23:0, FA 24:0 et FA 20:1%32, || est
donc essentiel d’approfondir la recherche sur les altérations lipidiques et métaboliques de la peau
|ésionnelle dans cette pathologie. Les résultats obtenus dans cette premiére étude SpiderMass
apportent des pistes de recherches intéressantes, qui conviendront d’étre confirmées, et pourraient se
révéler utiles pour le développement et la prise en charge de cette dermatose a plus long terme.

6.5 Conclusion et comparaison des quatre dermatoses

L'étude SMPatho a permis de visualiser les modifications moléculaires spécifiques a chaque
dermatose et d’évaluer I'impact de divers facteurs, notamment la nature de la dermatose et la
localisation topographique (ZL, ZPL et ZR). L'analyse approfondie de ces données a également rendu
possible une comparaison des métabolites et des voies métaboliques, mettant en évidence celles qui
étaient propres a une dermatose spécifique ainsi que celles partagées par 'ensemble des dermatoses
étudiées.

Parmi les molécules modulées dans au moins trois des quatre dermatoses étudiées, plusieurs
étaient associées a l'inflammation. L'acide arachidonique, par exemple, était significativement augmenté
dans les ZL, tout comme une Cer de la famille [NS] a chaine courte, corrélée a I'inflammation et a
I'altération de la fonction barriere. Cette derniere pourrait étre liée a une diminution de la synthése ou
de I'activité des élongases, une hypothése déja bien documentée pour la DA et qui commence a émerger
pour d’autres pathologies, notamment en raison de l'infiltration d’IFN-y observée dans le Pso et la
rosacée.

Certaines molécules impliquées dans les voies métaboliques de la fonction barriere cutanée
étaient altérées dans au moins trois des quatre dermatoses étudiées. Parmi elles, I'acide trans-
urocanique se distinguait, fortement diminué dans les ZL de la DA et du Pso, il montrait une réduction
plus modérée (facteur 2) dans la DS et la rosacée. Concernant la composante protéique de la structure
« brick and mortar » de la barriere cutanée, la citrulline était également réduite dans les ZL de trois
pathologies, tandis que la phytosphingosine était systématiquement diminuée dans toutes les
dermatoses analysées. Cette baisse marquée de la phytosphingosine, a ma connaissance peu
documentée dans la littérature actuelle, est révélée par I'étude SMPatho comme un marqueur
potentiellement central dans ces pathologies inflammatoires. Du c6té lipidique (« mortar »), une
réduction significative des acides gras a trés longue chaine FA 24:0 et FA 26:0, de plusieurs SPs a longue
chaine, ainsi que d’'un FAHFA a trés longue chaine était observée dans trois ou dans I'ensemble des
dermatoses étudiées. Ces altérations reflétaient une diminution de la synthese ou de l'activité des
élongases, enzymes essentielles a la production des lipides structurels de la barriére cutanée. La baisse



d’activité des élongases est un facteur clé dans la désorganisation lipidique de la peau, contribuant a la
perte de fonction barriére. Si une altération de la fonction barriére a été constatée dans I'ensemble des
dermatoses étudiées, elle était particulierement sévere dans la DA et le Pso. Cela se traduisait
notamment par des variations marquées de I'abondance de certains lipides, avec des FC allant jusqu’a
une réduction d’un facteur 9 pour certaines SPBs a trés longue chaine observées dans le Pso et par une
réduction marquée de l'acide pyroglutamique dans les ZL de ces deux pathologies, un biomarqueur clé
associé a la perte d’intégrité de la barriére cutanée.

Bien que ces quatre dermatoses partagaient certaines similitudes, notamment une altération
marquée de la fonction barriére cutanée et une augmentation des processus inflammatoires, chacune
présentait des biomarqueurs spécifiques. La diminution généralisée de la fonction barriere était illustrée
par la modulation d’'un grand nombre de biomolécules communes a I'ensemble des pathologies, tandis
que lI'inflammation était mise en évidence par I'élévation de 'acide arachidonique dans trois d’entre
elles. Cependant, des différences propres a leur métabolisme étaient également observables en
SpiderMass. Par exemple, le cholestérol était significativement augmenté dans les ZL des sujets atteints
de DS, ce qui pourrait refléter une surproduction de sébum au niveau du cuir chevelu pathologique. En
revanche, cette méme augmentation du cholestérol était observée dans le Pso, mais cette fois en lien
avec une dérégulation systémique du métabolisme du cholestérol propre a cette pathologie. Cette
spécificité était particulierement marquée dans la rosacée, ou le stress oxydatif joue un role central.
C’est d’ailleurs la seule dermatose, dans I'étude SMPatho, ou l'on observait une augmentation
significative du squaléne ainsi que de I'un de ses dérivés oxydés, témoignant de cette composante
oxydative majeure (Figure 39).

Grace a la technologie SpiderMass, nous avons démontré qu’il est possible d’observer, en temps
réel directement sur les patients, les altérations moléculaires de I'épiderme déja bien documentées par
des approches conventionnelles comme la LC-MS, dans les quatre dermatoses étudiées. Cette méthode
permet non seulement de confirmer ces modifications, en particulier celles liées a la fonction barriere
et al'inflammation, mais aussi de les comparer afin d’identifier des mécanismes moléculaires communs.
En paralléle, SpiderMass offre la possibilité de révéler des biomarqueurs spécifiques a chaque
dermatose, tels que ceux liés au stress oxydatif ou aux perturbations du métabolisme du cholestérol.
Enfin, cette approche innovante a permis de mettre en évidence de nouveaux biomarqueurs encore peu
décrits dans la littérature, comme le squaléne oxydé, la phytosphingosine, ou encore de renforcer
certaines hypotheses mécanistiques sur la rosacée, une pathologie encore insuffisamment explorée sur
le plan moléculaire.



Manuscrit de thése — Lucille DARRAS

™ FFAs SC,
J FA24:0 et FA 26:0
J, FAHFAs LC, SPBLC
{ DG, MG et LCFFAs : J Phytosphingosine ]
& FA 24:0 et FA 26:0 Dermatite /N Cer SC, FAHFA SC Dermatite

Séborrhéique L Citrulline Atopique
J- Phytocéramides
J- Cer[H], Cer[DS]

2 Cérid C16:1 ‘ ‘ T Gluy, His, Lys, Dipeptides
érides avec :

et DGs et TGs
P Cholestérol

J, Acide urocanique
J, Phytosphingosine et SPBs [P]
J Citrulline

J- Acide pyroglutamique

J Phytocéramides

1 Glu, His, Lys, Dipeptides
1 Cer total

> Sphingosine
1 Acide arachidonique
1 Cer[NS]

™ Dérivés PGFAQ

Rosacée ' Psoriasis

™ Cholestérol

1 Squaléne et
dérivés oxydés

 Adrenochrome o-semiguinone

Figure 39 : Schéma représentant les quatre pathologies analysées dans I’étude SMPatho (dermatite séborrhéique, rosacée, psoriasis et dermatite atopique), ainsi que les molécules
détectées par SpiderMass pour chacune d’elles et associées a des processus métaboliques identifiés a partir de la littérature. Certains voies métaboliques sont spécifiques a une pathologie,
tandis que d’autres sont partagées entre deux, voire I'ensemble des dermatoses étudiées.




7 Etudier une dermatose et son traitement: la Dermatite
Séborrhéique et I'étude KelualDS

La DS peut étre traitée par des traitements topiques antifongiques qui limitent la prolifération de
Malassezia, fortement impliqué dans la pathogénese, aidant ainsi a atténuer les symptémes. Pour
répondre a ce besoin, les Laboratoires PFDC ont reformulé un shampoing antifongique doté également
d’une action anti-inflammatoire. Afin d’évaluer son efficacité aprés deux semaines de traitement
intensif, j’ai participé a la mise en place de I'étude clinique visant a évaluer les bénéfices de la nouvelle
formulation du shampoing Kelual DS un cours du temps, en s’appuyant sur des méthodes d’évaluation
cliniques, biologiques et biométrologiques.

7.1 L'étude KelualDS

L'étude KelulaDS était une étude randomisée, controlée et bicentrique réalisée au Centre de
recherche sur la peau, PFDC et au Centre de santé Sabouraud - hopital Saint Louis, ol nous avons analysé
la réponse moléculaire du sébum du cuir chevelu sur une cohorte de 63 sujets (Annexe 8 : Critéres
d’éligibilité de KelualDS), dont les principales caractéristiques démographiques sont résumées dans le
Tableau 9, lors d'un traitement de la DS avec le shampoing de nouvelle formulation. Les participants ont
été suivis par 4 visites réparties sur 4 mois au cours desquelles leur cuir chevelu a été évalué, par des
méthodes d'évaluation cliniques, biologiques et biométrologiques afin d'évaluer les effets d'un
shampooing traitant. Le produit testé était un shampooing antipelliculaire (Kelual DS®, Laboratoires
Dermatologiques DUCRAY, Boulogne Billancourt, France). Ce produit était adapté aux états pelliculaires
récurrents impliquant des rougeurs intenses et des démangeaisons, ou comme soin de soutien pour les
cuirs chevelus sujets a la DS. L'étude a été divisée en deux parties : dans un premier temps, tous les
participants ont utilisé le shampooing traitant (3 fois/semaine) pendant deux semaines, puis les sujets
ont été randomisés en deux groupes : un groupe qui a continué le shampooing traitant (1 fois/semaine)
et complété par deux applications de shampooing neutre (Extra Doux®, Laboratoires Dermatologiques
DUCRAY, Boulogne Billancourt, France) par semaine et le groupe témoin, qui a recu un shampooing
neutre uniquement devait 'appliquer 3 fois /semaine (Figure 40). Le sébum a été collecté a I'aide d'un
papier a cigarettes a chaque visite, pour permettre les analyses SpiderMass.

KDS S2 vs SO
Hommes : 13 (20,63 %)
Sexe
Femmes : 50 (79,37 %)
Age moyen (+ STD) 35,30 (+ 11,06) ans
Age médian / Min-Max 34 ans/ 18 ans - 60 ans
Phototypes I /U1 /Il /IV/V 1(2,00 %) / 12 (19,05 %) / 41 (65,08 %) / 8 (12,70 %) / 1 (2,00%)

Tableau 9 : Tableau résumé des principales caractéristiques démographiques de la population analysée par
SpiderMass dans I'étude KelualDS. KDS : KelualDS ;S : Semaine ; STD : Standard déviation.



« Phase d'attaque » « Phase de maintenance »

Shampoing traitant Shampoing Neutre
KelualDS® Extra Do
1 fois/semaine 2 fois/semaine

Shampoing traitant

KelualDS® . ' + .
3 fois/semaine
o |

21 sujets 21 sujets
» 8 semaines
2 semaines ® ®
42 sujets
Shampoing Neutre
Extra Doux
21 sujets 3 fois/semaine 21 sujets

Figure 40 : Schéma explicatif de I'étude KelualDS avec le nombre de sujet par groupe lors des deux phases de I'étude
ainsi que les produits appliqués et le nombre d'application par semaine pour chacun d'eux. S : Semaine. Créé en partie avec
https://BioRender.com

Comme pour SMPatho les prétraitements et les analyses statistiques faites étaient celles données
dans la partie 5.3.2. Le prétraitement et I’analyse statistique avec I'étape d’AF en moins car le nombre
de masses significativement modulées était extrémement important et ne nécessitait donc pas ce
traitement. Dans cette partie, seule la comparaison entre la condition avant traitement et aprés les deux
semaines de traitement intense est étudiée.

7.2 Caractéristiques générales des masses détectées et modulées dans
I"’étude KelualDS

Pour cette étude, un seuil sur le FCas est appliqué a 1,5 pour identifier ces signaux. Le descriptif
de ces masses ainsi que leur répartition dans les trois niveaux de confiance, est donné en Tableau 10 et

sur le volcanoPlot en Figure 41.
KDS S2 vs SO

Signaux modulés significativement (p-value < 0,05) 3364
M| 949 | 2415
Signaux apres filtrage avec un FCabs 2 1,5 962
M| 5831379
Pics produits 20
Signaux identifiés en Niveau 1 / Equivalent en molécules 413

Signaux identifiés en Niveau 2 / Equivalent en molécules 288 | 132

Signaux identifiés en Niveau 3 / Equivalent en molécules 386 | 207

Isotopes (niveau 2 et 3) 312

Non identifiés 264

Tableau 10 : Détail des signaux modulés significativement (p-value < 0,05) comprenant les signaux surproduits et les
signaux sous-produits entre avant le traitement et aprés 2 semaines de traitement avec le shampoing KelulaDS ainsi que les
signaux obtenus apreés filtrage avec un FCups > 1,5 avec leur répartition dans les différents niveaux d’identification. FCabs : Fold
Change absolu ; KDS : KelualDS ; S : Semaine.
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Figure 41 : VolcanoPlot des masses de la comparaison KDS S2 vs SO de I'étude KelualDS. En rouge sont représentés les

m/z qui sont non significatifs mais ont un FCaps = 1,5, en vert ce sont les m/z qui sont non significatifs et ont un FCqps < 1,5, en

bleu sont représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-value < 0,05) mais ont toujours un FCups < 1,5 et enfin en

violet sont représentés les m/z qui sont significativement modulés (p-value < 0,05) dans I'étude KelualDS et qui ont un FCaps =
1,5.

7.3 lIdentification des molécules modulées dans I'étude KelualDS

Au total 135 molécules étaient identifiées par fragmentation donc soit en niveau 2 soit en niveau
1 en fonction de la disponibilité du standard, dont 104 étant sur-régulées en fin de phase d'attaque et
31 étaient sous-régulées (Annexe 9 : Assignations KelualDS). Dans cette étude, on retrouvait 7 super
classes et 14 classes principales et parmi ces 7 supers classes, les GLs étaient sur-représentés avec 100
molécules modulées, dont 14 monoacylglycérols (MG), 48 diacylglycérols (DG) et 37 TGs. Les MG ont
montré une augmentation plus légere, avec des FC allant de 2,12 a 4,59 et un FC moyen de 3,56, tout
comme les DG, avec des FC allant de 1,57 a 7,66 et un FC moyen de 3,81. En revanche, les TGs
présentaient une augmentation plus marquée de leur quantité, avec un FC compris entre 3,45 et 7,91
et un FC moyen de 5,46.

Ensuite 24 acyls gras étaient modulés avec un FC.ps 2 1,5 comprenant 4 acides gras saturés avec
des chalnes allant C14 a C17, 17 acides gras libres insaturés, avec cette fois des chaines carbonées allant
de C6 a C22, un ester gras qui se trouvait étre un WE et deux octadécanoiques qui étaient des oxylipines.
Dans cette super classes, toutes les molécules étaient diminuées aprés les deux semaines de traitement
comparé a avant le traitement sauf les FFAs saturés qui étaient eux augmentés apres cette phase
d’attaque.

Les deux dernieres super-classes de lipides analysées dans cette étude étaient les SPs et les
prénols. Les SPs, représentés par cinq molécules, montraient tous une diminution apres deux semaines
de traitement. Parmi elles, on identifiait quatre Cer, avec deux Cer[NH] et deux Cer[AH], ainsi qu’une
acylcéramide. Le seul prénol identifié, quant a lui, était une quinone et hydroquinone, correspondant a
I"alpha-tocophérol.

Enfin, les métabolites modulés et identifiés dans cette étude se répartissaient en trois super-
classes : un acide organique, un composé organique azoté et trois composés organohétérocycliques.
L’acide organique, I’acide pyroglutamique, était diminué aprés le traitement, tout comme I’histamine.
Les trois composés organohétérocycliques étaient un azole, I'acide trans-urocanique, et deux indoles, a
savoir I'acide indolelactique et la sérotonine et étaient également diminués en fin de phase d’attaque.
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La totalité des molécules identifiées et significativement modulées p-value < 0,05) et avec une
FCabs> 1,5 sont représenté dans le diagramme suivant (Figure 42).
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Figure 42 : Distribution des FCdes 135 molécules identifiées comme significativement modulées entre SO (avant application du
produit a I'étude) et S2 (aprés deux semaines d'application du shampooing a I'étude). Une valeur FC positive indique une
augmentation de la production de la molécule aprés deux semaines d'application du produit a I'étude, tandis qu'une valeur FC
négative indique une diminution de la production de la molécule. DGs : Diglycérides ; MGs : monoglycérides ; SFFAs :
Saturated Free Fatty Acid (Acides Gras Libres Saturés) ; TGs : Triglycérides ; UFFAs : Unsaturated Free Fatty Acid (Acides Gras
Libres Insaturés) ; WE : Wax Ester (Céride).

7.4 Discussion et conclusion sur les résultats de KelualDS

Le traitement par shampoing étudié dans cette étude contient plusieurs ingrédients antifongiques
(ciclopirox olamine (ou ciclopirox) et piroctone olamine) couplés a un actif anti-inflammatoire (acide B-
glycyrrhétinique). Le mécanisme d'action du coclopirox est principalement lié a l'inhibition des enzymes
fongiques dépendantes des métaux, avec pour conséquence une altération et des dommages aux
mitochondries et aux membranes cellulaires3'334, De plus, le ciclopirox posséde des propriétés anti-
inflammatoires liées a l'inhibition de la libération de prostaglandines et de leucotrienes et a l'activité
contre les micro-organismes Gram-positifs et Gram-négatifs'®. La piroctone olamine est un sel
d'éthanolamine du dérivé de I'acide hydroxamique, la piroctone, et possede un mécanisme d'action
complexe encore mal compris aujourd'hui. Cependant on sait que cet agent a la capacité de pénétrer la
membrane cellulaire et de former des complexes avec le fer (Fe 2+ et Fe 3+), inhibant le métabolisme

énergétique dans les mitochondries des champignons pathogénes31>316,

L'activité antifongique du shampoing KelualDS limite la prolifération des especes de Malassezia
et rééquilibre le microbiote du cuir chevelu. Cette diminution en Malassezia présent sur le cuir chevelu
s’est observée avec le SpiderMass grace a des biomarqueurs spécifiques. L'augmentation des GLs, qui
est d’ailleurs fortement visible sur les spectres avant et aprés traitement sur la Figure 43, et la
diminution des acides gras libres insaturés pro-irritants et pro-inflammatoires!?” en étaient les

principaux. Le rapport entre les FFAs et les TGs, mesuré par spectroscopie Infrarouge a transformer de
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Fourrier (FTIR) lors de cette étude corroborait les résultats obtenus par SpiderMass, et représente un
indicateur pertinent de I'état du sébum du cuir chevelu dans le cadre de la DS. Bien que ce rapport ait
déja été utilisé pour analyser le sébum dans le contexte de I'acné, son application a la DS n’avait, a ma
connaissance, jamais été explorée jusqu’a présent. Un autre biomarqueur témoignait de la diminution
de Malassezia a la fin de la phase d'attaque, a savoir I'acide indolelactique, dont les niveaux, tout comme
ceux des acides gras insaturés, étaient réduits. Il s’agit d’'un métabolite de Malassezia, notamment de
M. globosa et M. restricta, issu du métabolisme du tryptophane3Y’. En effet, des expériences in vitro
mettent en évidence une élévation marquée des niveaux d'acide indolelactique aprés exposition de M.
globosa et M. restricta au tryptophane!?®.
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Figure 43 : Spectres MS du sébum du cuir chevelu de sujets atteints de DS a SO donc avant traitement (Rouge) et a S2, donc
apres deux semaines de traitement, correspondant a la « phase d’attaque » avec le shampoing antifongique KelulaDS (Vert).
DGs : Diglycérides ; MGs : Monoglycérides ; S : Semaine ; TGs : Triglycérides.

Le shampoing KelualDS permettait la diminution de marqueurs inflammatoires et de la
perturbation de la barriére épidermique tels que I'histamine, I'acide arachidonique, les oxylipines'?® et
I'acide urocanique. Les PUFAs sont des acides gras a trés longue chaine caractérisés par la présence d'au
moins deux doubles liaisons carbone-carbone. Certains PUFAs jouent un réle clé en tant que précurseurs
de molécules de signalisation capables de moduler la composition membranaire, la signalisation des
récepteurs, |'expression génique et les processus inflammatoires. Parmi eux, I'acide arachidonique
(20:4n-6) est le deuxieme PUFAs le plus abondant dans I'épiderme humain, bien que sa concentration
reste inférieure a 3%. Il joue un role de précurseur de molécules pro-inflammatoires telles que les
prostaglandines, les thromboxanes, les leucotriénes et les oxylipines. Une diminution marquée de
I'acide arachidonique a été observée aprés deux semaines de phase d'attaque, mettant en évidence une
réduction de I'état inflammatoire suite au traitement. Les oxylipines, dérivées des PUFAs, jouent un role
central dans les réactions inflammatoires cutanées et possedent un large éventail d’actions. Elles se
divisent en plusieurs groupes, notamment les prostaglandines, les leucotriénes, et les acides gras mono-
et poly-hydroxylés®!®, Dans cette étude, deux oxylipines, la 9-HODE et la 13-HOTE, ont été
significativement réduites aprés deux semaines de traitement. Ces molécules sont respectivement
impliquées dans la libération de cytokines inflammatoires’®® et Iactivation de la réponse
inflammatoire3’®. Parallélement, I’histamine et ses récepteurs forment un systéme immunorégulateur



complexe, faisant de I’"histamine un biomarqueur clé de I'inflammation. En tant que puissant médiateur
inflammatoire, I'histamine intensifie et prolonge la réponse immunitaire en recrutant diverses
molécules et cellules impliquées dans ce processus!'. Elle joue également un rdle sur la barriére
épidermique en réduisant I'expression de la FLG3%, De plus, I’histamine est un marqueur de référence
associé aux démangeaisons dans la DS'%8321322 Conformément a la réduction observée pour d'autres
marqueurs inflammatoires dans cette étude avec SpiderMass, le niveau d’histamine avait également
diminué apres deux semaines de traitement.

En plus de son réle structurel, la FLG est progressivement dégradée par des protéases, libérant
des acides aminés et ensuite des dérivés d’acides aminés hygroscopiques tels que l'acide trans-
urocanique et I'acide pyroglutamique??’. Ces composants, connus sous le nom de NMF, jouent un rdle
essentiel dans le maintien et l'intégrité de la barriere épidermique, la régulation du pH et I'hydratation
de la peau?®. Dans cette étude, une réduction significative de |'acide urocanique a été observée aprés
deux semaines de traitement intensif, suivi d'une stabilisation pendant la phase d'entretien. Ces
résultats suggerent que le traitement contribue également a restaurer le processus de renouvellement
cutané. Cette fois, sur la composante « mortar » du SC, et plus spécifiguement sur les Cer, bien que leur
role principal soit de constituer la matrice extracellulaire de I'épiderme, contribuant ainsi largement a
la fonction barriere, les Cer sont également considérés comme des lipides bioactifs impliqués dans la
signalisation lipidique. Il est important de souligner que le métabolisme des SPs peut étre activé par
divers stimuli, notamment les réponses inflammatoires3?*32*, ’ensemble de ces résultats sur les Sps
dans I'étude KelualDS suggérent que le traitement testé a modulé la dynamique des Cer sur le cuir
chevelu. Etant donné que les Cer sont impliqués dans I'apoptose et les voies inflammatoires®?, les
résultats pourraient refléter des niveaux altérés d'inflammation, en cohérence avec les régulations
négatives des oxylipines, de I'histamine ou de I'acide arachidonique.

Enfin, d’autres voies métaboliques étaient impactées par le shampoing traitant KelualDS, dont
I’'une en augmentant la sérotonine. Cette molécule du systéme neuroendocrinien largement distribuée
dans tout l'organisme, est surtout connue pour son rble dans les réponses au stress, I'appétit, le
sommeil, le désir sexuel, la mémoire et le comportement3?, Cependant, la sérotonine, également
appelée 5-hydroxytryptamine ou 5-HT est un médiateur important entre ce systeme neuroendocrinien
et la peau, en étant impliquée dans plusieurs fonctions encore mal comprises, mais faisant I'objet de
recherches croissantes. Bien que les mécanismes exacts ne soient pas entierement élucidés, il est
désormais établi que la sérotonine influence la synthése de mélatonine3?’ dans la peau et régule les
processus inflammatoires®?®, Elle est ainsi retrouvée en concentrations élevées dans la peau des patients
souffrant de DA, d’eczéma chronique ou de Pso32°=33, En ce qui concerne la relation entre la sérotonine
cutanée et la DS, bien qu'aucune étude ne la mentionne directement, des recherches menées sur des
modeles murins et humains ont permis de démontrer que la sérotonine induit des démangeaisons, un
symptdme bien connu de la DS3327334,

Pendant ces deux semaines de traitement intensif, un fort changement dans le profil lipidique du
cuir chevelu a été observé, avec une réduction des marqueurs inflammatoires et une amélioration de
I'intégrité de la barriere épidermique du cuir chevelu des patients. Certains changements, tels que la
diminution des acides gras libres (FFAs) et I'augmentation des TGs aprés deux semaines de traitement
intensif, corroborent des observations antérieures réalisées a I’aide d’analyses conventionnelles par GC-
MS sur des patients atteints de DS, avant et aprés un traitement par shampoing antifongique3°. Par
ailleurs, cette étude a également démontré que le rapport entre les FFAs et les TGs, mesuré par
’état du sébum du cuir chevelu dans le

spectroscopie FTIR, constitue un descripteur pertinent de
contexte de la DS.



7.5 Croisement des données acquises par SpiderMass avec une analyse
métabolomique

Dans le cadre de cette étude sur le shampoing traitant KelualDS, une analyse métabolomique a
été réalisée par un sous-traitant (Metabolon) en utilisant quatre méthodes distinctes, chacune
appliquée sur un des quatre aliquotes fait a partir d’échantillons prélevés avec un écouvillon. Toutes les
méthodes utilisent une chromatographie liquide ultra-performante (UPLC) Waters ACQUITY couplée a
une source d'ionisation par électrospray chauffée (HESI-II) et un spectrometre de masse Orbitrap
(Thermo Scientific, Q-Exactive). Les deux premiers aliquotes ont été analysées en conditions acides en
mode positif, a I'aide d'une colonne C18 (Waters UPLC BEH C18- 2,1x100 mm, 1,7 um) avec un mélange
d'eau et de méthanol contenant 0,05 % d'acide perfluoropentanoique (PFPA) et 0,1 % d'acide formique,
ou avec un autre mélange de méthanol, acétonitrile, eau, 0,05 % de PFPA et 0,01 % d'acide formique.
Le troisieme aliquote est analysé en conditions basiques et en mode négatif, en utilisant la méme
colonne et les analytes étaient élués par gradient en utilisant du méthanol et de I'eau, avec 6,5 mM de
bicarbonate d'ammonium a pH 8. Enfin le quatriéme et dernier aliquotes a été analysé en mode négatif
avec une colonne HILIC (Waters UPLC BEH Amide 2,1 x 150 mm, 1,7 um) en utilisant un gradient d'eau
et d'acétonitrile avec 10 mM de formate d'ammonium a pH 10,8.

Bien que I'analyse métabolomique réalisée en LC-MS ne couvre pas entierement la méme plage
de composés que |'analyse SpiderMass, qui est plus orientée vers la lipidomique, nous avons pu
comparer les FC des molécules dont les niveaux étaient significativement modifiés dans chaque
méthode. L'analyse métabolomique LC-MS avait permis d'identifier 31 molécules surproduites et 130
sous-régulées de maniére significative entre les phases SO et S2, avec un FCups 2 1,5. Parmi ces molécules
seulement 16 étaient également identifiées dans I'analyse SpiderMass (Figure 44).
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Figure 44 : Représentation du FC des analyses LC-MS et de I'analyse SpiderMass pour les 16 molécules trouvées
significativement modulées dans les 2 analyses et avec un FC > 1,5 dans I'analyse SpiderMass. DG : Diglycéride ; FA : Fatty
Acid (Acide Gras) ; FC : Fold Change; MG : Monoglycéride.



Il s'agissait de la premiere comparaison entre l|'analyse SpiderMass et une analyse
conventionnelle utilisant des échantillons prélevés chez les mémes patients, bien que ces deux analyses
ne se concentrent pas sur les mémes plages de masse. Cette comparaison a permis de mettre en
évidence une correspondance dans le FC des molécules significativement modulées dans les deux
analyses, et présentant un FC.ps 2 1,5 dans |'analyse SpiderMass. Ces résultats suggerent que I'analyse
SpiderMass peut produire des données fiables et cohérentes, notamment en termes de quantification,
avec celles obtenues par analyse conventionnelle. Afin de valider ces résultats sur un plus grand nombre
de molécule, il serait pertinent, dans de futures études, de réaliser une comparaison approfondie entre
I'analyse LC-MS conventionnelle et SpiderMass, en incluant une analyse lipidomique, afin d'aligner les
plages de masse entre les deux approches.



8 Le SpiderMass : outil d’analyse de la peau saine aprés
application de produit cosmeétique

Apres avoir démontré que le SpiderMass pouvait détecter et suivre les modifications cutanées
sur des dermatoses, caractérisées par une forte dérégulation métabolique, il était essentiel d’évaluer
ses capacités sur une peau saine. L'objectif était d’identifier des altérations plus subtiles du profil
moléculaire de la peau afin de confirmer les premiers résultats obtenus sur des peaux pathologiques.
Pour cela, une étude clinique a été menée au Centre de Recherche sur la Peau PFDC. Des volontaires a
la peau saine ont appliqué quotidiennement une creme aux rétinoides pendant huit semaines.

Les rétinoides, dérivés de la vitamine A (Rétinol, ROL), régulent la croissance et la différenciation
des cellules épithéliales. Grace a leurs propriétés, ils sont largement utilisés pour traiter certaines
dermatoses inflammatoires chroniques, comme I'acné et le Pso, ainsi que pour atténuer les effets du
vieillissement cutané (photoaging). Leur usage permet d’améliorer la texture, I'épaisseur, I'élasticité et
I'apparence de la peau, comme cela est visible dans différentes études sur le ROL33¢33 Bijen que
plusieurs études comparent I'efficacité des rétinoides sur les effets visibles du photoaging, peu se sont
spécifiguement intéressées au rétinaldéhyde (ou rétinal, RAL), un précurseur de I'acide rétinoique
commercialisé par PFDC. De plus, la majorité des recherches existantes se limitent a des mesures
comme |'hydratation via la mesure de I'lH et la PIE. Il nous semblait donc pertinent d’aller plus loin en
proposant une évaluation objective des modifications moléculaires induites par ces molécules aprés
plusieurs semaines d’applications répétées, afin de mieux comparer leurs effets.

8.1 L’étude RetinoSpider

L'étude RétinoSpider était une étude comparative, monocentrique, randomisée et menée en
groupes paralléles. Son titre complet était : « Etude comparative, randomisée et controlée utilisant le
SpiderMass pour I’analyse évolutive des profils moléculaires de I'épiderme (notamment lipidiques) de
la face et de parameétres biométrologiques de plusieurs rétinoides topiques sur des sujets a peau saine ».
Elle a été réalisée au Centre de Recherche sur la Peau Pierre Fabre a Toulouse sur 68 femmes agées de
40 a 65 ans ayant une peau saine (Annexe 11 : Critéres d’éligibilité de RetinoSpider), cependant a cause
d’une panne du SpiderMass trois sujets ont d{ étre sortis prématurément de I'étude a la premiere visite,
ramenant a 65 le nombre de sujets analysables en fin d’étude, dont les principales caractéristiques
démographiques sont résumées dans le Tableau 11. L'objectif principal était d’évaluer I'effet de
différents rétinoides sur la peau en comparaison avec une simple base hydratante. Plus précisément,
I’étude visait a caractériser les signaux moléculaires, notamment lipidiques, de I'épiderme facial avant
et aprés une application quotidienne de rétinoides pendant deux mois, grace a une analyse in-vivo par
SpiderMass. En complément, plusieurs parameétres biométrologiques ont été mesurés, dont
I’hydratation cutanée via I'lH, I'état de la barriére cutanée via la PIE et |a texture ainsi que la rougeur de
la peau grace a des photographies standardisées avec ColorFace®.

Total

Produit A

Produit B

Produit C

Produit D

Sexe : Femme (100%)

65

17

16

15

17

Age moyen (+/-STD)
Age médian / Min-Max

53,18 (+/-7,25) ans
54 ans / 40 — 65 ans

52,24 (+/- 8,91) ans
50 ans /40— 64 ans

52,50 (+/- 6,15) ans
52 ans /40 — 65 ans

52,73 (+/- 7,46) ans
54 ans / 40 — 63 ans

55,18 (+/- 6,40) ans
56 ans /40— 63 ans

Phototypes Il /11l / IV

9(14%) / 47 (72%) /
9 (14%)

4 (24%) /9 (53%) /

4 (24%)

2(13%) /10 (63%) /

4 (25%)

1(7%) /13 (87%) /
1(7%)

2 (12%) / 15 (88%) /
0

Tableau 11 : Tableau résumé des principales caractéristiques démographiques de la population étudiée en SpiderMass
dans I'étude RETINOSPIDER et répartie dans les différents groupes et analysée pour les données SpiderMass ; STD : Standard

déviation.




Les 65 participantes ont été réparties aléatoirement en quatre groupes, chacun appliquant un
seul produit pendant toute la durée de I'étude dont elles ne connaissaient pas la composition. Ces
produits, spécialement formulés pour I'essai, partageaient la méme base excipient, mais avec un
rétinoide différent : le ROL, le RAL et le rétinyl palmitate (RYL). Un quatrieme groupe servait de contréle
en appliquant uniqguement la base excipient. L'étude s’est déroulée sur huit semaines avec trois visites
de suivi : une visite d’inclusion en début d’étude, une visite intermédiaire aprés quatre semaines et une
visite finale aprés huit semaines. Lors de chaque visite, toutes les mesures étaient réalisées, incluant
I"analyse in-vivo SpiderMass, I'évaluation de I'lH et de la PIE ainsi que les prises de vue standardisées.

8.2 Caractéristiques générales des masses détectées et modulées dans

I’étude RetinoSpider

Dans cette étude, seule la comparaison a T3 entre le RAL et le groupe contrble (CTL) a été
analysée, car c’était la seule condition présentant des masses significativement modulées (p-value <
0,05). La liste des masses concernées ainsi que leur répartition dans les différents niveaux
d’identification est présentée dans le Tableau 12 et illustrée sur le volcanoplot en Figure 45. Compte
tenu de la différence importante entre le seuil FCaps de 1,5 et 1,4 comprenant un nombre de masses de
48 contre 200 respectivement, le seuil de FCabs a été fixé a 1,4 afin d’obtenir un volume de données
suffisamment exploitable.

T3 RAL vs CTL
Signaux modulés significativement (p-value < 0,05) 640
™J 289 | 351
Signaux apres filtrage avec un FCyps 2 1,4 200
™My 83| 117
Signaux identifiés en Niveau 1 | Equivalent en molécules 3|3
Signaux identifiés en Niveau 2 | Equivalent en molécules 100 | 66
Signaux identifiés en Niveau 3 | Equivalent en molécules 41 | 28
Signaux identifiés comme produits 11
Isotopes (niveau 1, 2 et 3) 45
Non identifiés 45

Tableau 12 : Détail des signaux modulés significativement (p-value < 0,05) comprenant les signaux surproduits et les signaux
sous-produits pour la comparaison étudiée dans I'étude ainsi que les signaux obtenus apreés filtrage avec un FCqps > 1,4 avec
leur répartition dans les différents niveaux d’identification. CTL : Contréle ; FCqps : Fold Change absolu ; RAL : Rétinal.
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Figure 45 : Volcanoplot des masses de la comparaison RAL vs CTL a T3. Points verts : masses non significatives et avec un FCaps
< 1,4, Points Bleus : masses significatives mais FCqps < 1,4 ; Points rouges : masses non significatives mais FCaps 2 1,4 ; Points
violets : masses significatives et FCqps > 1,4.



8.3 Identification des molécules significativement modulées dans la
comparaison du RAL vs CTL

Au total, 69 molécules ont été identifiées par fragmentation (niveau 1 et 2) dans I'étude
RetinoSpider. Elles se répartissaient en 7 super-classes et 12 classes principales (Annexe 12:
Assignations RetinoSpider). Comme pour les études SMPatho et KelualDS, leur classification reposait
sur la nomenclature de LipidMaps pour les lipides et de HMDB pour les métabolites. Parmi ces 69
molécules, 10 acyles gras ont été identifiés par fragmentation, répartis en deux groupes : un FFA et neuf
esters gras, exclusivement des WEs. Toutes les WE étaient en diminution, a I'exception d’'une qui était
augmentée chez les sujets ayant appliqué le produit contenant du RAL. Cette WE particuliere se
distinguait par une chaine de longueur moyenne et I'absence d’insaturation, contrairement aux autres,
qui possédaient au moins une insaturation et une chaine longue a trés longue. Le seul FFA identifié était
un FA hydroxylé, le FA 10:5;0, qui était également augmenté dans le groupe appliquant le produit avec
du RAL.

La deuxiéme super classe modulée dans cette étude sur les rétinoides et qui était d’ailleurs la
classe avec le plus de molécules modulées était celle des GLs. Les 3 familles de GLs étaient identifiées
dans cette étude avec pour toutes une diminution dans le groupe appliquant du RAL.

Dans la comparaison entre le RAL et le groupe CTL a T3, 15 SPs ont été identifiés, répartis en deux
classes principales comprenant 7 SPBs et 8 Cer. Parmi les SPBs, on distinguait quatre familles. La
premiere, celle des sphingosines [S], comprenait une seule molécule, la sphingosine elle-méme, dont le
niveau était augmenté dans le groupe ayant appliqué le RAL. La deuxiéme, celle des sphinganines [DS],
comptait quatre molécules, toutes également en augmentation. La troisieme, celle des 6-
hydroxysphingosines [H], ne contenait qu’une seule molécule, tout comme la derniére famille, celle des
phytosphingosines, et ces deux molécules étaient également augmentées dans le groupe RAL.
Concernant les huit Cer, trois familles étaient modulées chez les sujets ayant appliqué le RAL par rapport
au groupe contréle. La premiere famille inclut deux sphingosines : une [NS], dont le niveau était diminué,
et une [AS], qui était au contraire augmentée. La deuxieme famille regroupait trois dihydrosphingosines,
dont deux [NDS] et une [ADS], toutes augmentées dans le groupe RAL. Enfin, la troisieme famille était
celle des phytocéramides, comprenant une [NP] et deux [AP], également toutes en augmentation chez
les sujets ayant appliqués le RAL.

La derniére super-classe lipidique présentant une modulation identifiée en niveau 1 ou 2 était
celle des stérols, avec quatre molécules. Parmi elles, deux étaient des secostéroides, plus précisément
des dérivés de la vitamine D3, dont la production était augmentée dans la peau des sujets du groupe
RAL. Un autre composé modulé était le 32-hydroxylanostérol, un dérivé du cholestérol, également
retrouvé en surproduction dans ce groupe. Enfin, un ester de cholestérol a été identifié, mais cette fois
en sous-production chez les sujets ayant appliqué le RAL.

Enfin, 10 métabolites ont été identifiés dans cette étude, répartis en trois catégories : six acides
organiques et dérivés, trois composés organohétérocycliques et un composé organique oxygéné. Les six
acides organiques et dérivés étaient soit des acides aminés, soit des dipeptides, et tous étaient en
surproduction dans le groupe RAL. Les deux acides aminés identifiés étaient la proline (FC = 1,41) et la
glutamine (FC = 1,54). Parmi les quatre dipeptides, trois contenanient une proline et I'ensemble des
dipeptides était également augmenté dans ce groupe. Les trois composés organohétérocycliques
étaient tous des indoles ou des dérivés, avec une production accrue chez les sujets ayant appliqués le
RAL. Il s’agissait de I'acide indoleacrylique (FC = 1,41), de I'acide indolelactique (FC = 1,47) et de
I’'adrénochrome O-semiquinone (FC = 2,15). Enfin, le seul composé organique oxygéné identifié était
I'acide benzoquinoneacétique, dont la production était également augmentée dans le groupe RAL.

~ ~



8.4 Validation des identifications par la méthode du Kendrick’s plot

Pour compléter les options accessibles pour [lidentification des molécules et plus
particulierement des lipides de la peau, un logiciel utilisant la méthode Kendrick’s plot a été développé
en interne sur MatlLab. La méthode Kendrick’s Plot est une approche utilisée principalement en
spectrométrie de masse pour |'étude des lipides et des hydrocarbures. Elle se base sur le défaut de
masse des composés. La différence entre la masse nominale et la masse exacte mesurée. Ce défaut de
masse renvoi des informations sur la composition atomique des composés. Ainsi en reportant le défaut
de masse de Kendrick, elle permet de visualiser et de classer des especes moléculaires en fonction de
leur structure chimique et plus particulierement d’une possible téte polaire et de motifs récurrents. Le
principe repose sur la transformation des masses exactes des composés en masses Kendrick, ol la masse
du méthyléne (-CH,-) est normalisée a une valeur entiére (14,0000 u au lieu de 14,01565 u dans le
référentiel du tableau périodique courant). En représentant la masse nominale Kendrick en abscisse et
la déficience de masse Kendrick en ordonnée, on obtient un graphique ou les espéces avec une méme
téte polaire mais un nombre de groupement méthyléne (-CH»-) différent vont s’aligner sur des lignes
horizontales dans un diagramme de Kendrick33%34°,

Dans notre cas, la librairie créée et enrichie au cours des études et des analyses, servait de
référence dans le Kendrick’s Plot. Les points colorés et annotés sur la Figure 46 correspondaient aux
molécules de cette librairie, tandis que les points gris représentaient les masses détectées dans I'étude.
Tout d’abord, cette approche permettait de confirmer une identification en effet si un composé se
situait précisément entre une molécule similaire avec un groupe CH, en moins et une autre avec un CH,
en plus, cela validait son identification. Ensuite, comme précisé plus haut, ce plot permettait d’'observer
les lipides partageant une méme téte polaire mais présentant des longueurs de chaine différentes, qui
s’alignent sur une méme ligne horizontale. Il permettait également d’identifier les insaturations pour
une méme téte polaire. Par exemple, en Figure 46, les TGs apparaissaient sous forme de lignes
horizontales et plusieurs lignes distinctes étaient visibles, a chaque nouvelle insaturation, le défaut de
masse Kendrick varie d’environ 1,5, provoquant un décalage vertical.

Cette représentation facilitait donc l'identification de composés d’une étude absents de la
librairie. Un exemple parlant se trouve en Figure 46 : un cercle rose indique une absence de point
cependant si une masse significative avait été détectée a cet emplacement dans une étude, il aurait été
facile de I'identifier. Etant positionnée sur la ligne des TGs, entre TG 49:1 et TG 51:1, cette masse
correspondrait logiquement au TG 50:1.
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Figure 46 : Représentation du Kendrick's Plot de I'étude RetinoSpider, représentant la masse nominale Kendrick en abscisse et
le défaut de masse Kendrick en ordonnée. Sur ce graphique, les espéces avec une méme téte polaire mais un nombre de
groupements méthyléne (-CH,-) différents vont s’aligner sur des lignes horizontales et a chaque nouvelle insaturation, le

défaut de masse Kendrick varie d’environ 1,5, provoquant un décalage vertical. TG : Triglycéride.

Cette technique permet d'annoter au niveau 3 les masses qui ne peuvent pas étre fragmentées
et qui sont absentes de la Library SpiderMass.

8.5 Discussion sur les résultats de I’étude RetinoSpider

Les rétinoides choisis dans cette étude sont des intermédiaires du métabolisme de I'acide
rétinoique, la forme biologiquement active (Figure 47). Leur transformation en acide rétinoique débute
par la rupture de la liaison ester du RYL, suivie d’oxydations successives du ROL en RAL. La conversion




finale du RAL en acide rétinoique constitue une étape limitante et irréversible, catalysée par la
rétinaldéhyde oxydase.

HC  CH, CH, CH, o

CcH, Rétinyl palmitate

Figure 47 : Schéma simplifié de la synthese de I'acide rétinoide a partir des rétinoides topiques de I'étude RetinoSpider.

Bien que I'étude RetinoSpider n‘ait révélé aucun résultat significatif pour les comparaisons ROL vs
CTL, RYL vs CTL, RAL vs ROL et RAL vs RYL en fin de traitement, une tendance générale se dessinait
néanmoins sur I'ensemble des comparaisons. Lensemble des signaux identifiées dans cette étude sur
les rétinoides pouvaient étre regroupées au sein de voies métaboliques spécifiques telles que la
régulation de l'excrétion du sébum, la prolifération cellulaire, le métabolisme de la vitamine D et le
microbiote et son métabolisme du tryptophane.

Depuis plusieurs décennies, la littérature scientifiqgue montre que les rétinoides inhibent la
sécrétion de sébum3*3%2, Bien que leur mécanisme d’action exact reste encore mal compris, il est établi
que les rétinoides administrés par voie systémique (orale) réduisent la production de sébum en limitant
la prolifération des sébocytes basaux et la différenciation des sébocytes terminaux, tout en diminuant
la taille globale des glandes sébacées®**3°, Ces effets sont principalement observés avec des rétinoides
oraux comme l'isotrétinoine, mais également, bien que de maniere moins unanime, avec des
applications topiques d’isotrétinoine ou de ROL3>!, Cette réduction de sébum est généralement évaluée
a I'aide d’un sébumetre. Avec le SpiderMass, elle pouvait étre mise en évidence par la diminution de
certaines familles de lipides spécifiques du sébum, comme les GLs et les WEs. Ces dernieres, en
particulier celles contenant un acide gras 16:1, sont exclusivement présentes dans le sébum humain®
donc de bon biomarqueur de la quantité de sébum. Des modifications similaires du profil lipidique du
sébum avaient déja été rapportées en 1982 par Gerber et al., qui avaient observé une diminution des
WEs mais pas sur les TGs**2. Bien que la réduction du sébum était significative uniquement dans la
comparaison RAL vs CTL, une tendance a la baisse était également observable pour les deux autres
traitements comparés au groupe contrdle (Figure 48).
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Figure 48 : Boxplot d'un exemple de molécules dans chacune des familles impliquées dans la visualisation de la diminution du
sébum apres un traitement au rétinoide. CTL : groupe contréle ; DG : diglycéride ; MG : monoglycéride ; RAL : rétinal ; ROL :
rétinol ; RYL : rétinyl palmitate ; TG : triglycéride ; WE : céride (wax esters). *p < 0.05, **P < 0.01 and ***P<0.001

Le RAL, le ROL et le RYL, étant liposolubles, pénétrent facilement dans la couche cornée puis dans
les kératinocytes, ou ils sont métabolisés en acide rétinoique. Ce dernier se fixe ensuite sur les
récepteurs aux rétinoides (RXR), déclenchant une cascade d’activités cellulaires, notamment la
stimulation de la différenciation et de la prolifération des kératinocytes®>1*4, ’augmentation de la
prolifération cellulaire se traduit par I’expression de plusieurs marqueurs, en particulier ceux associés a
une demande accrue en protéines, tels que les peptides, les dipeptides et les AA**2. Ces composés ont
été retrouvés en augmentation dans la comparaison RAL vs CTL (Figure 49). Parmi eux, la glutamine,
identifiée comme I'un des deux acides aminés surproduits dans la peau des sujets traités par le RAL, est
bien connue pour son réle clé dans le renouvellement protéique des muscles striés squelettiques, ainsi

que dans le métabolisme des cellules épithéliales intestinales3>®.
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Figure 49 : Boxplot de deux acides aminés : la proline et la glutamine et d’un exemple de dipeptides impliquées dans la
visualisation de 'augmentation de la prolifération des kératinocytes aprés un traitement au rétinoide. CTL : groupe contréle ;
RAL : rétinal ; ROL : rétinol ; RYL : rétinyl palmitate. *p < 0.05, **P < 0.01 and ***P<0.001

L'augmentation du renouvellement cellulaire influence directement les Cer, principaux lipides de
la matrice extracellulaire du SC, a plusieurs niveaux. D’une part, une prolifération accrue des
kératinocytes nécessite une production renforcée de matrice extracellulaire, ce qui entraine une
augmentation des Cer, essentiels au maintien de la cohésion cellulaire. D’autre part, un turn-over

CTL



cellulaire accéléré favorise un relachement des connexions entre les cellules épidermiques afin de
faciliter la desquamation. Dans notre étude, cela pourrait étre corrélé a 'augmentation de la PIE,
observée uniquement chez les sujets ayant appliqués du RAL. Toutefois, ce parameétre est
habituellement observé en diminution dans d’autres études portant sur les rétinoides topiques3>®-3,
Enfin, bien qu’il existe une distinction entre I'expression des protéines impliquées dans une voie
métabolique et les métabolites issus de cette méme voie, nos résultats sur les Cer semblent particuliers.
En effet, alors que leur augmentation est cohérente avec la prolifération accrue des kératinocytes, elle
ne correspond pas aux observations d’Abed et al., qui ont rapporté une diminution des protéines
impliquées dans la synthése des Cer3>2,

Il est important de souligner que l'augmentation du renouvellement cellulaire est I'effet
recherché du RAL pour atténuer les signes de I’age. Ce processus ne se traduit pas seulement par des
marqueurs moléculaires, mais aussi par des améliorations visibles sur les photographies standardisées.
Aprés 8 semaines d’application du RAL, une nette amélioration des 2 parameétres analysés était
observée. Le contraste, qui reflete la netteté des textures et donc des rides, était réduit, cela se voyant
méme a I'ceil nu sur les photos du sujet médian (Figure 50). L'entropie, mesurant la répartition des
textures, diminuait également, notamment au niveau de la patte d’oie. Ces résultats démontraient une
amélioration globale de la texture de la peau, caractérisée par une diminution des irrégularités et une
meilleure répartition des textures.

T1: avant application

Figure 50 : Photos standardisées au ColorFace® du sujet médian de I'évolution des pattes d'oie apres 2 mois d’application
journaliére d'une creme contenant du RAL. T : Temps.

La vitamine D3 joue un rdle essentiel dans la peau, notamment dans la formation de la barriere
épidermique et des follicules pileux. Sa carence est associée a divers troubles cutanés prolifératifs et
inflammatoires!'#39362 et elle est parfois utilisée comme traitement dans certaines affections, comme
le Pso33,

Bien que peu d’études aient exploré I'interaction entre les dérivés de la vitamine A et la vitamine
D, en particulier la vitamine D3, nos résultats mettaient en évidence une véritable connexion entre ces
deux familles. Les rétinoides agissent sur les cellules épidermiques via les RXR, qui jouent également un
role clé dans le mécanisme d’action de la vitamine D3. En effet, la vitamine D3 se lie au VDR (vitamin D
receptor, récepteur de la vitamine D), formant un hétérodimére avec le RXR3**. Ce complexe régule
I’expression des génes sensibles a la forme active de la vitamine D33%, |e 1,25-dihydroxyvitamine D3
(calcitriol). Avant d’atteindre cette forme active, la vitamine D3 subit plusieurs transformations, initiées
dans la peau par une réaction photochimique convertissant la provitamine D3 (7-déhydrocholestérol)
en prévitamine D3. Cette derniére est ensuite isomérisée en vitamine D3, qui est transportée vers le
foie pour étre métabolisée en 25-hydroxyvitamine D3 (calcidiol). Ce métabolite circule ensuite vers
divers tissus cibles, notamment les reins, la prostate, les seins et la peau, ou il exerce des fonctions
autocrines. Dans notre étude, nous avons observé une augmentation de la prévitamine D3 et du calcidiol
apres deux mois de traitement au RAL (Figure 51), suggérant une modulation du métabolisme de la



vitamine D3 sous I'effet des rétinoides. Par ailleurs, une étude sur la maladie de Parkinson a déja mis en
évidence un role du RAL dans la régulation de I'expression du VDR, renforcant I'hypothése d’une
interaction entre ces deux voies métaboliques®®®.
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Figure 51 : Boxplot de la prévitamine D3 et de la provitamine D3 (Calcidiol) impliquées dans la visualisation de la modification
du métabolisme de la vitamine D apreés un traitement au rétinoide. CTL : groupe contréle ; RAL : rétinal ; ROL : rétinol ; RYL :
rétinyl palmitate. *p < 0.05, **P < 0.01 and ***P<0.001

Aprés deux mois de traitement au RAL, certaines molécules montraient des variations
significatives par rapport au groupe sans RAL. Bien qu’elles n’étaient pas directement liées aux
mécanismes métaboliques évoqués précédemment, elles semblaient s'inscrire dans une autre cascade
de réactions impliquant le tryptophane et le microbiote cutané. Parmi elles, deux métabolites du
tryptophane issus du microbiote, I'acide indolelactique et Iacide indoleacrylique, étaient
significativement augmentés dans le groupe RAL par rapport au groupe CTL (Figure 52). Des études ont
révélé que I'acide indoleacrylique joue un role clé dans le renforcement d’une autre barriere épithéliale,
celle de I'intestin, ou il contribue a I'amélioration de la fonction barriere et a I'atténuation des réponses
inflammatoires?®, suggérant un potentiel effet bénéfique similaire au niveau cutané.
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Figure 52 : Boxplot de I'acide indolelactique et de I'acide indoleacrylique impliquées dans la visualisation de la modification du
métabolisme de tryptophane du microbiote cutané aprés un traitement au rétinoide. CTL : groupe contréle ; RAL : rétinal ;
ROL : rétinol ; RYL : rétinyl palmitate. *p < 0.05, **P < 0.01 and ***P<0.001

8.6 Conclusion

En conclusion, cette troisieme étude a mis en évidence un changement significatif du profil
moléculaire de la peau apres deux mois d’application d’'une creme contenant 0,1 % de RAL, grace au
systeme SpiderMass. Comparée a la peau du groupe témoin utilisant une créme sans actif, cette
modification touchait plusieurs familles de molécules et s’inscrivait dans quatre principaux mécanismes
métaboliques. Avec cette étude nous avons pu démontrer que le SpiderMass pouvait également



détecter et suivre les modifications cutanées sur une peau saine apres application quotidienne de
produits cosmétique pendant environ un mois.

D’abord, une diminution de la quantité de sébum a été observée, caractérisée par une réduction
des GLs et des WEs, marqueurs spécifiques du sébum humain. Ensuite, I'augmentation de la prolifération
et de la différenciation des kératinocytes s’étaient traduites par une hausse des niveaux de proline et de
glutamine, de dipeptides et de SPs, composants essentiels de la matrice extracellulaire de la peau. Ce
renouvellement cellulaire accru pourrait également expliquer 'augmentation de la PIE aprés 4 et 8
semaines de traitement, ainsi que I'amélioration visible des rides de la patte d’oie observée avec le
ColorFace®. Par ailleurs, une modification du métabolisme de la vitamine D a été constatée, marquée
par une hausse des niveaux de prévitamine D3 et de provitamine D3 provenant peut-étre d’'une
activation des RXR impliqués dans cette cascade métabolique. Enfin, une altération du métabolisme du
tryptophane, issu du microbiote, a été observée, bien que les causes exactes de cette modification
restent a déterminer, possiblement liées a un changement du microbiote cutané.

Dans cette étude, seule la comparaison entre le groupe CTL et le groupe RAL avait révélé des
sighaux SpiderMass significativement modulés. Toutefois, une tendance d’augmentation ou de
diminution a été observée pour chaque molécule modulée entre les différents produits, bien que ces
variations n’étaient pas statistiquement significatives. Cela pourrait s’expliquer par un manque de
puissance de I'étude, le nombre de sujets était peut-étre insuffisant pour mettre en évidence des
différences significatives dans les comparaisons ROL vs CTL ou RYL vs CTL sur plusieurs marqueurs. Le
fait que seule la comparaison RAL vs CTL était significative pour plusieurs marqueurs métaboliques et
lipidiques s’expliquait probablement par le role clé du RAL en tant que dernier intermédiaire dans la
biosynthése de I'acide rétinoique, la forme biologiquement active des rétinoides.

Si les effets des rétinoides topiques font I'objet de nombreuses études, les analyses lipidomiques
et métabolomiques de leur impact sur la peau restent encore rares. Certains aspects de leur
métabolisme restent méconnus, et cette étude apporte de nouvelles connaissances sur les lipides et
métabolites affectés par I'application répétée de rétinoides sur la peau du visage de personnes en bonne
santé.



9 L’analyse du microbiote cutané par SpiderMass

Le SpiderMass se révele comme un outil de choix pour I'analyse de la peau, aussi bien pour étudier
les modifications biologiques liées a un état pathologique que pour suivre I'évolution moléculaire
induite par I'application d’un traitement topique ou d’une creme. Il a démontré son efficacité dans
I'identification des altérations clés des pathologies cutanées. Désormais, il est essentiel d’évaluer sa
capacité a détecter des variations du microbiote cutané, un acteur majeur des déséquilibres de la peau.

9.1 Différencier 5 souches au SpiderMass

Pour débuter I'analyse des bactéries présentes sur la peau, une campagne de mesure a été menée
sur différentes souches sélectionnées pour leur réle dans ’homéostasie cutanée et les dermatoses.
Cette étude a porté sur une souche de Staphylococcus epidermidis (la souche ATCC 51625), deux
souches de Staphylococcus aureus (les souches ATCC 6538 et ATCC 29213) et deux souches de
Cutibacterium acnes (les souches ATCC 6919 et ATCC 11827), toutes impliquées dans les équilibres et
déséquilibres de la peau.

Afin de différencier ces souches, il était essentiel d’obtenir un signal clair et distinct pour chacune
d’elles. Pour cela, elles ont été cultivées et incubées selon un protocole interne (Annexe 13 : Protocole
de mise en culture des bactéries cutanées : C. acnes, S. aureus et S. epidermidis). En résumé, une
pastille de bactéries était mise en suspension dans un tampon, puis la solution obtenue était étalée avec
une anse sur une boite de Pétri avant incubation a 37 °C pendant 24 h, 48 h ou 72 h avec oxygéne ou en
anaérobiose selon la souche. Aprés incubation, plusieurs colonies étaient prélevées et déposées sur un
papier a cigarettes, avant d’étre analysées par SpiderMass.

Pour évaluer I'impact de certains parametres de manipulation sur les spectres MS des bactéries,
plusieurs conditions ont été testées et répétées afin d’assurer la répétabilité et la reproductibilité des
résultats. L'expérimentation a été réalisée en utilisant au moins trois solutions méres par souche et en
répétant les manipulations sur plusieurs jours. Différents temps d’incubation ont été testés pour S.
epidermidis, tandis que S. aureus et S. epidermidis ont été analysées a partir de différents lots de pastilles
lyophilisées. De plus, plusieurs boites de culture ont été utilisées, et pour chaque boite, les colonies ont
été étalées sur trois papiers a cigarettes distincts en prélevant des colonies a trois endroits différents de
la bofte de Pétri. Cette approche méthodique a permis d’évaluer I'influence de ces parameétres sur les
spectres MS obtenus. Ces essais ont permis de collecter un total de 357 données, avec 72 échantillons
pour S. aureus 6538, 63 pour S. aureus 29213, 126 pour S. epidermidis et 48 pour chacune des souches
de C. acnes.

Toutes les données étaient ensuite prétraitées selon la méthode décrite en partie 5.3.2. Le
prétraitement et I'analyse statistique. Une fois le prétraitement effectué, une application interne
permettait de tracer différentes ACP afin de vérifier I’éventuelle présence d’effets liés aux lots, aux
solutions meres ou aux boites de culture. Les ACP réalisées ont révélé de légers effets en fonction de la
bactérie étudiée du lot, de la boite ou de la solution mere, sans pour autant impacter la séparation claire
entre les différentes espéces ni entre les souches, comme l'illustre la Figure 53 a). Cette premiére
visualisation montre une distinction nette des trois especes bactériennes sur I’ACP, ainsi qu’une
séparation visible entre les deux souches de C. acnes apres filtrage (Figure 53 b)) et les deux souches de
S. aureus apres filtrage (Figure 53c)).
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Figure 53 : a) ACP des 5 souches étudiées comprenant deux souches de S. aureus, 2 souches de C. acnes et une souche de S.
epidermidis ; b) ACP des deux souches ATCC 6919 et ATCC 11927 de C.acnes apres filtrage par I'espece ; c¢) ACP des deux
souches ATCC 6538 et ATCC 29213 de S. aureus apres filtrage par 'espéce.

Cette préanalyse a permis d’identifier visuellement un petit nombre de masses différenciantes
entre les espéeces bactériennes et méme entre les souches de S. aureus. La distinction entre les genres
Staphylococcus et Cutibacterium était clairement observable sur les spectres moyens obtenus lors de
cette campagne de mesure, comme le montre la Figure 54a). Bien que les spectres de S. aureus et S.
epidermidis étaient plus similaires, certaines différences persistaient et se manifestaient par la présence
de masses spécifiques (Figure 54b)) tout comme entre les deux souches de S. aureus (Figure 54c)). Ces
masses ont été sélectionnées en comparant les spectres moyens de chaque espéce et souche
bactérienne.
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Figure 54 : Spectres moyen a) de toutes les données de bactérie du genre Staphylococcus (spectre rouge) comparé a celui de
toutes les données de bactérie du genre Cutibacterium (spectre bleu) ; b) spectre moyen de toutes les données de bactérie S.
epidermidis comparé a celui de toutes les données de bactérie S. aureus ; c) spectre moyen de toutes les données de la souche

ATCC 6538 de S. aureus comparé a celui de toutes les données de la souche ATCC 29213 de S. aureus.

Aprés élimination des isotopes pour en conserver que les m/z correspondants aux pics

monoisotopiques, 23 masses distinctes ont été sélectionnées. Parmi elles, 20 permettaient de
différencier nettement les genres Staphylococcus et Cutibacterium, tandis que 3 autres, bien que non
spécifiques a un genre, se révelaient discriminantes pour une seule souche. Deux de ces masses étaient
caractéristiques de la souche S. aureus ATCC 6538, et la derniere était spécifique a la souche S.
epidermidis ATCC 51625. Enfin, les deux souches de C. acnes présentaient un profil MS tres similaire.
Toutefois, une masse affichait une variation marquée en intensité entre elles, bien qu’elle ne fit pas
totalement absente ou présente dans I'une d’elles. Toutes ces masses sont représentées dans la Figure
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Figure 55 : Présence ou absence d’un m/z dans chacune des souches étudiées par la représentation du rapport de son intensité
moyenne dans la souche sur la somme totale de ses intensités obtenues sur les toutes les souches.



Ces premiers tests ont démontré la capacité du SpiderMass a distinguer différentes especes
bactériennes, voire certaines souches spécifiques. Cette approche pourrait étre approfondie en
enrichissant la base de données de spectres avec de nouvelles souches bactériennes, et ce afin de
couvrir une plus large diversité du microbiote cutané. Cette perspective est particulierement
prometteuse, car elle ouvre la voie au développement d’'un modéle d’intelligence artificielle (IA) capable
de générer un "Bactérioscore"*73%, Ce score pourrait ensuite étre utilisé dans des études cliniques de
dermo-cosmétiques pour évaluer I'impact de produits topiques, notamment dans des pathologies
comme l'acné, ou la présence accrue de C. acnes joue un réle clé, ou encore dans la DA, en suivant
I’évolution du ratio S. aureus/S. epidermidis et de certaines souches clés.



10 Conclusion

Les avancées technologiques majeures de ces vingt derniéres années ont marqué un tournant
dans les pratiques médicales et la recherche clinique, auparavant limitées a I'examen et au dossier
médical des patients. Ces progres ont répondu a un besoin croissant d'outils analytiques performants
pour mieux comprendre les mécanismes physiologiques et pathologiques. Parmi ces outils, la
spectrométrie de masse s’est imposée comme une technique clé des approches omiques, grace a sa
sensibilité, sa versatilité et sa capacité a fournir des informations moléculaires inaccessibles par la seule
analyse génétique. Elle est aujourd'hui incontournable dans les laboratoires de recherche et les
industries. Récemment, le développement de méthodes plus rapides et moins invasives a permis
d’améliorer encore la compréhension des processus pathologiques cutanés.

L'utilisation du SpiderMass pour I'analyse cutanée présente de nombreux avantages qui en font
une technologie particulierement prometteuse dans le domaine de la dermatologie et la dermo-
cosmétique. Sa capacité a réaliser des analyses en temps réel, non invasives et sans préparation
d’échantillon permet de préserver l'intégrité de la peau tout en obtenant des profils moléculaires riches
et exploitables, tant pour la recherche que pour les applications cliniques. L’analyse directe sur la peau
permet de s’affranchir d’'un grand nombre de contaminations croisées. Lorsque |’analyse in vivo n’est
pas possible, des préléevements simples et non invasifs sont également envisageables, avec un bruit de
fond absent ou tres faible lors de I'analyse. De plus, sa sensibilité a détecter de légéres variations
métaboliques et lipidiques en fait un outil puissant pour identifier des biomarqueurs spécifiques, suivre
I’évolution des pathologies ou encore évaluer I'efficacité de traitements topiques. La quantification des
especes s'étant également révélée également robuste dans la comparaison avec les analyses
conventionnelles par LC-MS/MS, renforcant I'intérét de la technologie pour le suivi des traitements et
des pathologies. Néanmoins, |'absence de séparation chromatographique peut constituer une limite. En
cas de signaux issus de molécules ayant des m/z proches, les spectre MS/MS présentent des paternes
complexes et conduise a n’identifier que le composé le plus abondant. Cette limite pourrait toutefois
étre partiellement levée par I'intégration d’une mobilité ionique au spectrometre de masse, ajoutant
une dimension supplémentaire a I’analyse. Ainsi, le couplage de la technologie SpiderMass a un
instrument comme le TimsTOF Metabo de la société Bruker présenterait un intérét certain. Par ailleurs,
I'absence de LC en amont du spectrometre de masse empéche I'utilisation de nombreux logiciels
d'assignation automatique des pics MS, qui reposent sur des données LC-MS/MS. Cette limitation m'a
conduit a effectuer manuellement une grande partie des assignations durant cette these, avant de
développer un workflow désormais plus automatisé. Cependant, certains ions restent non assignés,
soulignant la nécessité d'approches complémentaires. Pour surmonter ces défis, I'intégration de
I'intelligence artificielle (1A) dans I'analyse des spectres de masse offre des perspectives prometteuses.
Des modeles d'apprentissage, tels que MIST (Metabolite Inference with Spectrum Transformers), ont
démontré leur capacité a annoter efficacement les spectres MS/MS en intégrant des connaissances
chimiques spécifiques, améliorant ainsi la précision des annotations®°. De méme, |'approche
TransExION, basée sur des architectures de type Transformer, permet une comparaison explicable des
spectres MS/MS, facilitant I'identification de structures moléculaires similaires®°. En complément, le
réseautage moléculaire (Molecular Networking) constitue une stratégie efficace pour 'annotation des
composés dans les analyses de spectrométrie de masse. En regroupant les spectres MS/MS selon leur
similarité, cette méthode permet de visualiser des familles moléculaires et d'identifier des analogues
structuraux, méme en |'absence de correspondance directe dans les bases de données. Des plateformes
telles que GNPS (Global Natural Products Social Molecular Networking) facilitent I'application de cette
approche, notamment avec des extensions comme I'lon Identity Molecular Networking (IIMN), qui
integre les différentes espéeces ioniques d'un méme composé pour améliorer la connectivité du
réseau®!. En intégrant ces outils d'lA et de réseautage moléculaire, il serait possible d'améliorer



significativement I'annotation des spectres obtenus par SpiderMass, en particulier pour les ions non
assignés, renforcant ainsi la robustesse et la profondeur des analyses cutanées. Enfin, des approches de
type Data Independent Acquisition, telles celles développées pour la protéomique, avec des plages de
MS/MS plutdt qu’un travail précurseur par précurseur, permettrait également de gagner un temps
d’acquisition considérable et de pouvoir réaliser les MS/MS directement in vivo sur les volontaires en
temps-réel. Ces approches nécessitent également des approches d’IA basées sur des réseaux de
neurones, avec une donnée conséquente en entrée pour I'entrainement, mais constituerait un vrai plus
pour I'approche. Malgré les limitations actuelles, les résultats obtenus au cours de cette these
démontrent la robustesse, la fiabilité et I'applicabilité du SpiderMass dans la caractérisation des
déséquilibres cutanés, positionnant cette technologie comme un outil de choix pour une dermatologie
de précision.

C’est donc en exploitant les potentialités uniques de la technologie SpiderMass, ce projet a permis
de poser les bases d'une cartographie moléculaire in-vivo des altérations cutanées associées a quatre
grandes dermatoses : la DS, la DA, le Pso et la rosacée. L'approche repose sur la mise en place d’études
cliniques et le développement d’'un workflow permettant I'identification de biomarqueurs lipidiques et
métaboliques dans les ZL, ZPL et témoins. Bien que le SpiderMass a la spécificité de fonctionner dans
les deux polarités (mode positif et mode négatif), I'ensemble des études de cette thése a été réalisé en
mode positif, en raison de la richesse des spectres obtenus. Toutefois, I'optimisation récente du mode
négatif par changement de solvant ouvre la voie a des analyses complémentaires, permettant d’enrichir
les données moléculaires. Les futures études sur papier a cigarettes pourraient intégrer une double
analyse en changeant la polarité du spectromeétre et en adaptant le solvant, tandis que les analyses in-
vivo devront explorer des stratégies pour des transitions efficaces entre les deux modes.

Malgré I'usage exclusif du mode positif, des dizaines de signaux moléculaires ont été identifiés
pour chaque pathologie, avec un haut niveau de confiance grace a une méthodologie créée pour le
SpiderMass. Ces signaux, exploitables comme marqueurs pathologiques, renseignent sur la nature de la
dermatose, I'inflammation et I’état de la barriere cutanée.

Dans I'étude SMPatho, le groupe DS, bien que modérément inflammatoire, présente des
altérations importantes des SPs, avec une augmentation de la sphingosine, précurseur de la
sphingosine-1-phosphate, impliquée dans la réponse immunitaire cutanée, ainsi qu'un profil modifié
des acylglycérols et FAHFA, témoignant d'un déséquilibre lipidique. Dans le groupe DA, une forte
perturbation lipidique et métabolique est observée, incluant une diminution d’acides aminés et de
dérivé d’acides aminés hygroscopiques et une modification significative des Cer. Plus de 300 signaux ont
été modulés, incluant des prostaglandines peu décrites jusqu’alors, témoignant de l'intérét du
SpiderMass pour révéler des biomarqueurs inédits. Pour le Pso, plus de 200 signaux modulés ont été
détectés, avec une altération marquée des SPs et des TGs. Notamment, les SPBs étaient diminuées dans
toutes les ZL, tandis que certains FFAs (comme l|'acide arachidonique) étaient surproduits. Cette étude
met en lumiére une signature moléculaire robuste et cohérente entre les comparaisons intra- et inter-
groupe. Enfin, la rosacée présente une altération marquée du métabolisme lipidique, avec 40 molécules
identifiées, notamment un dérivé de squaléne oxydé augmentés dans les ZPL, ainsi qu’une diminution
de la citrulline et de I'acide urocanique, liés a I'inflammation chronique. Ces résultats valident la capacité
de SpiderMass a produire des profils moléculaires complets, reproductibles et discriminants,
exploitables cliniquement pour différencier les pathologies, suivre leur évolution et évaluer la réponse
au traitement.

Bien qu’un score final n’ait pas été implémenté durant cette these, les bases méthodologiques et
analytiques nécessaires a un scoring moléculaire automatisé ont été posées. L’analyse des ratios entre
spectres |ésionnels et témoins, la sélection de biomarqueurs spécifiques et leur modulation en lien avec



la sévérité clinique sont autant d’éléments qui permettront la création d’un indice quantitatif de gravité.
Ce score pourra, a terme, compléter les scores cliniques (SCORAD, IGA...) en apportant une mesure
biologique et objective. L'analyse multidimensionnelle des données ouvre par ailleurs la voie a des
modeles prédictifs et classificatoires, notamment via l'intelligence artificielle. Les bases de données
constituées ici serviront a entrainer des modeles de machine learning capables d’identifier une
dermatose ou de prédire la réponse a un traitement en temps réel, via un simple scan cutané.

Dans cette perspective, une piste particulierement prometteuse réside dans l'intégration
d’analyses d’enrichissement fonctionnel. Historiquement développée pour les données de génomiques
et de protéomiques®?373, elle se démocratise a la métabolomique ces derniéres années. Ce type
d’analyse permet de déterminer si certains groupes de molécules, associés a des fonctions biologiques,
des voies métaboliques (pathways) ou des propriétés physicochimiques spécifiques, sont
surreprésentés parmi les biomarqueurs modulés. En pratique, cela consiste a comparer la liste des
molécules d’intérét issues d’une étude (par exemple, celles régulées dans une dermatose) a des bases
de données de référence comme KEGG, Reactome, LIPID MAPS ou HMDB, afin d’identifier des
enrichissements statistiquement significatifs. Appliguée aux études cliniques, cette approche
permettrait non seulement de valider biologiguement les biomarqueurs identifiés, mais aussi de mieux
comprendre les mécanismes physiopathologiques sous-jacents, en reliant les signatures moléculaires a
des processus biologiques précis. De plus, I'analyse d’enrichissement sur les propriétés structurales ou
fonctionnelles des lipides (chaine, insaturation, polarité, classe) pourrait révéler des tendances
biochimiques globales, comme une dérégulation ciblée des sphingolipides ou des triglycérides
polyinsaturés, parfois non visibles a I'échelle individuelle. En effet, si la variabilité biologiques inter
personnes peut conduire a ne pas observer certains métabolites particuliers parfois, tres similairement
a ce qui est observé pour les protéines, les voies de signalisation sont conservées et plutdt que de
regarder des marqueurs, il semble alors intéressant d’utiliser une voie de signalisation comme critére
de diagnostic ou pronostic. Intégrée dans le pipeline analytique du SpiderMass, cette stratégie
renforcerait considérablement I'interprétabilité des données et la pertinence biologique des résultats,
ouvrant ainsi la voie a une compréhension plus fine des altérations cutanées dans diverses
pathologies®’4377,

Au-dela de la caractérisation pathologique et de la compréhension des processus biologiques des
dermatoses, le suivi des modifications cutanées aprés application répétée de produits topiques
cosmétiques a également été abordé via deux études sur peaux pathologiques et saines. L'étude
KelualDS visait a valider 'utilisation de SpiderMass pour suivre I'efficacité d’un traitement cosmétique
rincé chez des patients DS, tout en comparant les résultats a une analyse LC-MS conventionnelle
effectuée sur les mémes patients. Les données obtenues sont cohérentes, démontrant la fiabilité du
SpiderMass dans ce suivi. L’étude RETINOSPIDER a montré que le SpiderMass permet également de
suivre les modifications cutanées induites par une application quotidienne de rétinoides pendant un
mois sur peaux saines. Bien que les effets des rétinoides soient connus, peu d’études se sont penchées
sur leur impact lipidomique et métabolomique. Cette étude comble partiellement ce vide, en identifiant
des lipides et métabolites modifiés par leur application. Ces deux travaux soulignent la pertinence de
SpiderMass pour la mise en place d’un scoring moléculaire de suivi.

Ce scoring moléculaire de la peau s’inscrit dans le paradigme émergent de la médecine de
précision, qui vise a personnaliser les soins selon les caractéristiques individuelles du patient. En
dermatologie, cela repose sur I'analyse fine des profils moléculaires et microbiens, ainsi que sur la
capacité a suivre leur évolution. Les technologies telles que le SpiderMass offrent aujourd’hui la
possibilité de réaliser ces analyses en condition clinique, sans biopsie, de facon rapide, slre, non invasive



et répétable. Il pourrait ainsi devenir un outil de routine pour les dermatologues, a l'interface entre
diagnostic, évaluation et suivi thérapeutique.

Enfin, le microbiote cutané joue un rdle essentiel dans 'lhoméostasie de la peau et dans la
pathogenése de nombreuses dermatoses. Il est donc crucial d’évaluer la capacité de SpiderMass a
détecter ses variations. Des pré-analyses sur des cultures pures ont démontré la capacité de la
technologie a distinguer les especes bactériennes. Ces résultats serviront de base au développement
d’'un modele de machine learning, en vue d’obtenir un "BacterioScore" associé aux lésions
analysées®73%, Egalement les pics les plus discriminants pourront étre assignés par fragmentation
MS/MS.



11 Annexes

11.1 Annexe 1 : Matériels et Méthodes pour |'utilisation du SpiderMass

Prélevement de sébum du cuir chevelu ou du visage. Pour 'analyse par SpiderMass, le sébum
est prélevé a I'aide d’un papier a cigarettes (JOB) frotté doucement sur le cuir chevelu ou sur le front du
sujet. Le papier a cigarettes ne contient ni colle ni additifs, et présente I'avantage d’offrir un signal de
fond trés faible pour I'analyse ultérieure par SpiderMass. Chaque papier est divisé en deux parties en
pliant le papier a cigarettes : une moitié est appliquée sur la zone a prélever, 'autre moitié est gardée
sans sébum et est utilisée pour mesurer le bruit de fond (blanc). Apreés le prélevement, les échantillons
de sébum sur papier a cigarettes sont stockés a -80°C. Tous les échantillons sont analysés simultanément
a la fin de I’étude afin de minimiser les variations instrumentales.

Prélevement de SC par D-Squames®. Pour I'analyse SpiderMass des squames superficielles de SC
par D-Squame®, le D-Squames® est appliqué coté adhésif sur la peau du sujet, puis fixé uniformément
grace a un applicateur qui exerce une pression homogéne sur toute sa surface. Enfin, il est délicatement
retiré de la peau grace a une pince. Contrairement au papier a cigarettes, le D-Squame® ne génére aucun
signal lors de I'analyse SpiderMass. L’acquisition du blanc repose donc exclusivement sur la mesure du
blanc environnant. Apres le prélévement, les échantillons de sébum sur papier a cigarettes sont stockés
a -80°C. Tous les échantillons sont analysés simultanément a la fin de I'étude afin de minimiser les
variations instrumentales.

SpiderMass. Les mesures ont été réalisées a I'aide de la technologie de spectrométrie de masse
par ionisation ambiante SpiderMass, qui repose sur une méthode appelée désorption/ionisation
assistée par l'eau (Water-Assisted Laser Desorption/lonization, WALDI). Ce procédé utilise une
excitation résonnante de I'’eau a 2,94 um dans I'infrarouge moyen pour désorber et ioniser les molécules
présentes a la surface de I'échantillon. Les ions générés sont ensuite aspirés via un tube en PTFE et
directement transférés vers un spectrométre de masse Q-TOF (Impact Il, Bruker), via une interface
dédiée a la préparation de I'aérosol. La conception complete de I'instrument a été décrite dans des
publications précédentes®’®, En résumé, un laser fibré émettant a 2,94 um permet 'ablation ciblée de
I’échantillon. L'instrument fonctionne pour les études cliniques en mode positif et balaye une plage de
masse de 50 a 1650 m/z. Une méthode d’acquisition optimisée est utilisée pour couvrir un large spectre
moléculaire, avec une infusion continue d’un solvant H,O/isopropanol (50:50) a un débit de 0,5 mL/h.
La puissance du laser est ajustée en fonction du type d’échantillon analysé (in vivo visage : 1,5 mJ ; in
vivo autre que visage : 1,9 mJ ; papier a cigarettes : 1,9 mJ ; D-Squames : 2,25 mJ) tout comme le modéle
d’acquisition de déplacement (in vivo : « Vivo_cercle_r2 » ; papier a cigarettes : « Pap_cigarette » ; D-
Squames : « ScotchDSquame »). Selon le type d’analytes ciblés, différentes méthodes peuvent étre
appliquées : la méthode Metabo pour les métabolites et la méthode Cer pour les céramides, notamment
lors des analyses de fragmentation, les paramétres du spectrometre de masse utilisés pour chacune des
trois méthodes d’acquisition sont résumés en Tableau 13.

I\{Iethode-z \.Nlde Méthode Cer Méthode Métabo
(Etude clinique)
Capillary (V) 4000 4000 5000
Corona (nA) 5000 6000 6000
Vaposizer Temp. (°C) 350 450 450
Collision RF (Vpp) 900 900 500

Tableau 13 : Paramétres qui different entre les différents méthodes d'acquisition masse au SpiderMass.



Traitement des données et analyse statistique. Les données brutes acquises par SpiderMass sont
importées dans un programme développé sous Matlab (MathWorks Inc.) pour un prétraitement en
plusieurs étapes. Celui-ci comprend : le moyennage des spectres des échantillons sur la zone irradiée,
le moyennage des spectres de blancs, la soustraction du blanc, puis une normalisation des spectres par
le Total lon Current (TIC). Divers parameétres de filtrage sont appliqués pour la sélections des m/z,
notamment : un seuil d’intensité fixé a 100, un rapport sighal/bruit minimum de 2, un seuil TIC pour les
blancs de 1x10°, ainsi qu’une tolérance d’écart de masse de 15 mDa. L’analyse statistique est ensuite
conduite via une application R-Shiny développée spécifiquement pour les études SpiderMass. Dans un
premier temps, les pics contaminants (incluant ceux liés a des produits cosmétiques) sont identifiés et
exclus. Une analyse différentielle est ensuite réalisée afin d’identifier les ions dont I'intensité relative
varie significativement dans le temps, entre groupes, ou entre zones anatomiques. Pour chaque ion, un
modele linéaire mixte est ajusté, intégrant les facteurs fixes d’intérét (ex. : pathologie, temps, zone) et
incluant le sujet comme effet aléatoire. La correction des tests multiples est effectuée selon la méthode
de Benjamini-Hochberg, afin de controler le taux de faux positifs. Les ions discriminants sont ensuite
annotés par comparaison a des bases de données publiques telles que LipidMaps, Alex123 et HMDB, en
s’appuyant sur les données de fragmentation MS2.



Manuscrit de thése — Lucille DARRAS

11.2 Annexe 2 : Prétraitement des données par MatlLab

Capture d’écran de I’écran de MatLab avec toutes les fenétres apres un prétraitement.
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11.3 Annexe 3 : Criteres d’éligibilité de SMPatho
CRITERES D’INCLUSION

Critéres relatifs a la population :

Sujet ayant donné son consentement écrit a sa participation a I'étude

Sujet présentant un phototype Il a IV selon la classification de Fitzpatrick

Sujet affilié a un régime de sécurité sociale ou bénéficiaire d’un tel régime

Pour les femmes susceptibles de procréer : utilisation d’'une méthode de contraception depuis

Homme ou femme, agé de 18 a 30 ans inclus

Homme ou femme, agé de 20 a 50 ans inclus

Homme ou femme, agé de 20 a 55 ans inclus

Homme ou femme, dgé de 20 a 60 ans inclus

Homme ou femme, agé de 20 a 45 ans inclus

Criteres relatifs aux dermatoses :

Sujet présentant de I'acné de la face légere a sévere, dont le score GEA (Global Acne
Evaluation) évalué sur le visage est de 2 a 4 sur une échelle de cotation variant de 0 (pas de
lésion) a 5 (trés sévere)

Sujet présentant sur le visage, au moins une zone :

Lésionnelle en bordure immédiate d’'une papule

Péri-lésionnelle a proximité des lésions inflammatoires (papule; de I'ordre de 1cm)

Sujet présentant sur la face interne de I'avant-bras une zone de référence sans lésion

Sujet présentant une dermatite atopique localisée sur les membres supérieurs, légere a
modérée avec un SCORAD (SCORing Atopic Dermatitis) compris entre 15 et 40 inclus avec pour
la secheresse un score > 2 sur une échelle variant de 0 (absent) a 3 (sévéere)

Sujet ayant eu au moins une poussée inflammatoire de dermatite atopique sur les membres

Sujet présentant sur un membre supérieur (main exclue) au moins une zone :



o Lésionnelle définie par les signes du SCORAD cible compris entre 3 et 12 suivants :
* Erythémede1a3
= Sécheresse 22
= (Edéme / papulede0a3
= Lésions suintantes ou crolteuses de 0
= Excoriationde 0
= Lichénification de 0 a 3 (Sur une échelle variant de 0 (absent) a 3 (sévére))
o Péri-lésionnelle a proximité de la zone Iésionnelle (de I'ordre de 1cm)
Sujet présentant sur la face interne de I'avant-bras une zone de référence sans lésion

Sujet atteint de psoriasis en plaque erythémato-squameux léger a modéré dont le score IGA
(Investigator Global Assessment) est compris entre 2 et 3 sur une échelle de cotation variant
de O (clear) a 5 (very severe)
Sujet présentant sur un membre supérieur (main exclue) ou inférieur au moins une zone :
o Lésionnelle :
=  Sans fissure et sans croute
= Avec unscore d’érythéme 2 1 selon une échelle variant de 0 (absent) a 3 (sévére)
=  Avec un score de desquamation compris entre 1 (léger) et 2 (modéré) selon une
échelle variant de 0 (absent) a 3 (sévere)
= Avec un score d’cedeme égal a 0 (absent) selon une échelle variant de 0 (absent)
a 3 (sévere)
o Péri-lésionnelle :
=  Sans fissure et sans croute
» A proximité de la zone lésionnelle (de I'ordre de 1cm)
Sujet présentant sur la face interne de I'avant-bras une zone de référence sans lésion

Sujet atteint d’érythrocouperose télangiectasique et papule de la face Iégere a modérée avec
un score IGA compris entre 2 et 3 sur une échelle de cotation variant de 0 (absent) a 4 (sévere)
Sujet présentant sur le visage au moins une zone :
o Lésionnelle : bordure immédiate de papule avec un score érythéme persistant 2 1 sur
une échelle de cotation variant de 0 (absent) a 3 (sévére)
o Péri-lésionnelle :
* A proximité des lésions inflammatoires (papule; de 'ordre de 1cm)
= Variant d’au moins 1 point en moins sur le score de I'érythéme par rapport a la
zone lésionnelle
Sujet présentant sur la face interne de I'avant-bras une zone de référence sans lésion

Sujet atteint de dermite séborrhéique du cuir chevelu légere a modérée avec un score IGA
compris entre 2 et 3 sur une échelle de cotation variant de 0 (absent) a 4 (sévere))
Sujet présentant sur le cuir chevelu au moins une zone :
o Lésionnelle
= avec un score d’érytheme > 1 sur une échelle de 0 (absent) a 3 (sévere)
= avec des squames cliniquement visibles
o Péri-lésionnelle a proximité de la zone Iésionnelle (de I'ordre de 1cm)
Sujet présentant sur la face interne de I'avant-bras une zone de référence sans lésion



CRITERES DE NON-INCLUSION

Critéres relatifs a la population :

Pour les femmes susceptibles de procréer : grossesse ou allaitement

Sujet dans l'incapacité linguistique ou psychique de comprendre I'information donnée et de
signer le consentement éclairé

Sujet qui, selon I'avis de I'investigateur, est dans I'impossibilité de se conformer aux exigences
du protocole

Sujet privé de liberté par décision judiciaire ou administrative, sous tutelle ou sous curatelle
Sujet en position susceptible de représenter un conflit d’intérét et/ou membre de la famille
de toute personne impliquée dans 'essai clinique sur le site investigateur

Sujet participant, ayant participé dans les semaines ou mois précédents ou prévoyant une
participation a un autre essai clinique susceptible d’interférer avec I'étude, selon I'avis de
I'investigateur

Criteres relatifs aux pathologies et condition cutanée :

Sujet présentant un vieillissement cutané prématuré lié a une maladie génétique

Sujet présentant un érytheme solaire sur au moins une zone a I'étude

Sujet présentant un tatouage ou une cicatrice ou tout autre signe dermatologique sur au moins
une zone a I'étude susceptible d’interférer avec I'étude selon I'avis de I'investigateur

Sujet présentant une maladie auto-immune

Sujet présentant tout type de complication sur au moins une zone a l'étude (du type
excoriation, infection bactérienne primaire, virale, fongique ou parasitaire, etc.) selon I’avis de
I'investigateur

Critéres relatifs aux sous-groupes controles :

Sujet présentant une dermatose ou tout type de lésion sur la zone correspondant a la zone
Iésionnelle, péri-lésionnelle ou de référence du sous-groupe dermatose associé susceptible
d’interférer avec I'étude selon I'avis de I'investigateur

Critéres relatifs aux dermatoses inflammatoires chroniques :

Sujet présentant une autre dermatose (chronique/aigue, inflammatoire, infectieuse,
immunitaire) sur le visage susceptible d’interférer avec I'étude selon I'avis de I'investigateur

Sujet présentant une autre dermatose (chronique/aigue, inflammatoire, infectieuse,
immunitaire) sur le(s) membre(s) supérieur(s) a I’étude susceptible d’interférer avec I'étude
selon I'avis de I'investigateur

Sujet présentant une forme isolée palmo-plantaire de psoriasis

Sujet présentant une forme isolée de psoriasis cutanée autre qu’en plaque (en goutte,
pustuleux, erythrodermique ou inversé des plis (psoriasis des muqueuses))

Sujet présentant une autre dermatose (chronique/aigue, inflammatoire, infectieuse,
immunitaire) sur le(s) membre(s) supérieur(s) et/ou inférieur(s) a I'’étude susceptible
d’interférer avec I'étude selon I'avis de I'investigateur



Sujet présentant une autre dermatose (chronique/aigue, inflammatoire, infectieuse,
immunitaire) sur le visage susceptible d’interférer avec I'étude selon I'avis de I'investigateur

Dermite séborrhéique sous traitement médical

Sujet présentant une autre dermatose (chronique/aigue, inflammatoire, infectieuse,
immunitaire) sur le cuir chevelu susceptible d’interférer avec I'étude selon Il'avis de
I'investigateur (notamment eczéma de contact ou alopécie)

Critéres relatifs aux traitements et aux produits cosmétiques :

Pour tous les sujets

Prise orale d’isotrétinoine ou d’acitrétine (vit-A orale et dérivés) dans les 6 mois précédant la
visite d’inclusion ou le jour de la visite

Traitement rétinoide par voie locale sur au moins une zone a I'étude, pouvant influencer les
résultats selon I'avis de I'investigateur dans le mois précédant la visite d’inclusion ou le jour
de la visite

Traitement par photothérapie sur au moins une zone a I'étude dans les 4 semaines précédant
la visite d’inclusion ou le jour de la visite

Traitement topique ou oral établi ou modifié au cours des semaines précédentes ou sur le
point d'étre établi ou modifié au cours de I'étude, susceptible d'interférer avec les résultats de
I’étude selon l'avis de l'investigateur (par exemple modifiant les caractéristiques cutanées :
traitement inducteur de pigmentation), kératolytique,...)

Traitement anti-inflammatoire (stéroidien ou non stéroidien) pris de facon quotidienne et
répétée durant plus de 5 jours consécutifs au cours de la semaine précédant la visite
d’inclusion

Application de tout traitement topique dérivé de la vitamine D sur au moins une zone a I'étude
dans les 3 semaines précédant la visite d’inclusion ou le jour de la visite

Application de traitements topiques dermocorticoides ou immunomodulateurs topiques
(tacrolimus), antifongiques, antibiotiques locaux sur au moins une zone a I'étude dans les 3
semaines précédant la visite d’inclusion ou le jour de la visite

Application d’eau, de produit ou traitement topique sur au moins une zone a I'étude suite a la
derniere toilette la veille au soir de la visite

Application d’eau, de produit topique ou maquillage sur au moins une zone a I'étude le jour
de la visite d’inclusion

Utilisation au niveau du cuir chevelu de tout produit pouvant étre actif sur les états squameusx,
a rincer ou a poser (shampooings antipelliculaires, antifongiques, ringage au vinaigre, huiles
essentielles...) dans les 2 semaines précédant la visite d’inclusion ou le jour de la visite

Toute technique visant a modifier la couleur ou I'état des cheveux (coloration, décoloration,
permanente, lissage/défrisage...) réalisée dans les 2 semaines précédant la visite d’inclusion
ou le jour de la visite

Lavage du cuir chevelu réalisé dans les 2 jours précédant la visite d’inclusion ou le jour de la
visite




11.4 Annexe 4 : Assignations SMPathoDS

Liste des molécules significativement modulées avec une FCas 2 1,5 et ayant une identification par fragmentation donc avec une niveau 1 ou un niveau
2, de I'’étude SMPatho dans le groupe DS et son sous-groupe associé. [FA] : Fatty Acyls ; [GL] : Glycerolipids ; [SP] : Sphingolipids ; [ST] : Sterol Lipids ; [OC] :
Organoheterocyclic compounds

vivo ZL DS vs CTL

vivo DS ZL vs ZPL

F I
Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation ormute
brute FC p-value FC p-value
ER q FA 16:0 C16H3202 =135 0.043 NS NS
atty Acids an . . .
Conjugates [FAO1] Straight chain fatty acids [FA0101] FA 24:0 C24H4802 NS NS 2.07 0.032
FA 26:0 C26H5202 NS -2.07 0.050 -2.44 0.026
[FA] Fatty Aldehydes [FAO6] FAL 26:1 C26H500 NS NS 238 0.026
WE 28:0 : WE(14:0/14:0) ;
N -1. .
oty esters [FAO7] Wax monoesters [FA0701] WE(12:0/16:0) C28H5602 S 1.88 0.031 1.67 0.032
i . . FAHFA 48:2;0 : FAHFA
Fatty acid estolides [FAQ709] NS
18:2/300(FA 30:0) C48H904 NS -1.68 0.032
Monoradylglycerols
NS -1.51 .032
[GL] [GLO1] Monoacylglycerols [GLO101] MG 24:0 C27H5404 NS 0.03
Diradylglycerols [GLO2] alkyl-acylglycerols [GL0202] DG 0-26:0 : DG(0-12:0_14:0) C29H5804 -1.67 0.044 NS -1.75 0.032
Sphing-4-enines (Sphingosines) [SP0101]  [S] Sphingosine C18H37NO2 1.53 0.037 NS NS
4-Hydroxysphinganines NS
(Phytosphingosines) [SP0103] [P] Phytosphingosine C18H39NO3 NS -1.51 0.032
[s] SPB 24:1;02 C24H49N02 NS NS -1.53 0.039
L 1
[SP] sphingoid bases [SPO1] SPB 25:1,02 C25H51NO2 NS 205 0041 21 0032
Sphingoid base homologs and variants
[SPO104] SPB 25:0;02 C25H53N02 NS NS -2.11 0.047
[DS] SPB 26:0;02 C26H55N02 NS NS -2.46  0.032
SPB 28:0;02 C28H59N02 NS NS -2.17 0.032
Ceramides [SP02] N-acylsphingosines (ceramides) [SP0201] [NH] Cer 38:1;03 : Cer(17:1;03/21:0) C38H75N0O4 NS NS 1.63 0.032
[ST] Sterols [STO1] Cholesterol and derivatives [ST0101] Cholestérol C27H4601 1.63 0.016 NS NS
[0C] Azoles Imidazoles Acide trans-urocanique C6H6N202 NS NS -2.24  0.032




11.5 Annexe 5 : Assignations SMPathoDA

Liste des molécules significativement modulées avec une FCyps 2 2 et ayant une identification par fragmentation donc avec une niveau 1 ou un niveau
2, de I'étude SMPatho dans le groupe DA et son sous-groupe associé. [FA] : Fatty Acyls ; [GL] : Glycerolipids ; [SP] : Sphingolipids ; [ST] : Sterol Lipids ; [OA] :
Organic acids and derivatives ; [OC] : Organoheterocyclic compounds ; [OO] : Organic oxygen compounds

ZR DA vs CTL ZL DA vs CTL DA ZL vs ZPL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation Formule brute p-
FC FC p-value FC p-value
value
FA 8:0 C8H1602 NS 2.56 0.003 NS NS
FA 12:0 C12H2402 NS 2.63 <0.001 NS NS
Straight chain fatty acids .
[FAO101] FA 18:0 C18H3602 NS 2.36 0.001 NS NS
Fatty Acids and FA 24:0 C24H4802 NS 326 <0.001 -1.94 <0.001 -1.58 <0.001
Conjugates [FA01] FA 26:0 C26H5202 NS -4.89 <0.001 -263 <0.001 -1.84 <0.001
FA 20:4 C20H3202 NS 3.19 <0.001 203 <0.001 151 0.012
Unsaturated fatty acids
: N -2.22 . -1. . N
[FA0103] FA 26:1 C26H5002 S <0.001 1.31 0.010 S
FA 30:1 C30H5802 NS -2.7 <0.001 -1.73 <0.001 -1.35 0.008
FmAe:: ‘IZ;?E;D'"O' PGF2alpha C19H3404 NS 591 0023 NS NS
[FA] Eicosanoids [FA03] Prostaglandins [FA0301] EA 21\./2_02 - PGF2aloha methvl
S P 4 C21H3804 NS 594 0015 NS NS
ether
FAL 23:0 C23H460 NS -2.2 <0.001 -2.09 <0.001 -1.7 0.001
[st\g’e?ldehydes FAL 24:0 C24H490 NS 24 <0001 -1.85 <0001 -156 0.001
FAL 28:0 C28H540 NS -3.4 <0.001 -2.19 <0.001 -1.66 <0.001
Wax monoesters WE 8:0 : WE(1:0/7:0) C8H1602 NS 436 0003 NS NS
[FAO0701] WE 14:0 : WE(2:0/12:0) C14H2802 NS 2.09 0.024 NS NS
7 oG A7) ) ) FAHFA 48:2;0 : FAHFA 18:2/300(FA 0119004 NS 6 <0001 287 0026 -2.05 0.004
Fatty acid estolides 30:0)
[FAQ709] FAHFA 50:2;0 : FAHFA
18:2/320(FA32:0) C50H9404 NS -3.98 <0.001 -1.96 0.030 NS
Monoradylglycerols Monoacylglycerols .
o (GLO1] (6L0101] MG 18:1 C21H4004 NS 2.74 0.001 NS 1.32 0.012
Di
LR RS Diacylglycerols [GL0201] DG 30:0 C33H6405 203 0026 -16 0048 NS NS

[GLO2]




ZRDAVsSCTL  ZLDAvsCTL DA ZL vs ZPL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation Formule brute p-
FC FC p-value FC p-value
value
DG 30:1 C33H6205 217 0.025 -177 0017 NS NS
DG 31:0 : DG(15:0_16:0) C34H6605 2 0040 NS 143 0010 NS
Fég‘g'glyce“"s Diacylglycerols [GL0201] DG 32:1 : DG(16:0_16:1) C35H6605 .08 0025 -154 0038 NS NS
DG 33:1: DG(16:1_17:0) C36H6805 2.07 0.038 NS 134 0.026 NS
(GL] DG 36:2 : DG(18:1_18:1) C39H7205 NS 251 0026 1.81 0001 153 <0.001
TG 52:2 : TG(16:0_18:1_18:1) C55H10206 NS 223 0014 NS NS
. TG 54:4 : TG(18:1_18:1_18:2) C57H10206 NS 2.97  0.029 NS NS
Triradylglycerols Triacvlal Is [GLO301]
[GLO3] riacylglycerols TG 54:3 : TG(18:1_18:1_18:1) C57H10406 NS 32 0011 NS NS
TG 54:2 : TG(16:1_18:1_20:0);
=S N . ) N N
(180, 181 181) C57H10606 s 2.37  0.034 S S
4-Hydroxysphinganines
(Phytosphingosines) [P] Phytosphingosine C18H39NO3 NS -2.06 <0.001 -1.57 0.004 -1.34 0.008
[SP0103]
) SPB 26:1;02 C26H53N02 NS 2.9 <0001 -1.84 <0.001 -1.52 0.004
S
SPB 27:1;02 C27H55N02 NS 264 <0001 -2.23 <0.001 -1.65 0.001
[H] SPB 20:1;03 C20H43NO3 NS 254 <0.001 -2.04 <0.001 -1.53 0.001
SPB 24:0;02 C24H51NO2 NS 25 <0.001 -1.86 0004 -161 0.001
Sphingoid bases
[5PO1] SPB 25:0;02 C25H53N02 NS 336 <0.001 -2.57 <0.001 -2.03 0.001
Sphingoid base homologs .
ond variants (SPO104] [DS] SPB 26:0;02 C26H55N02 NS 373 <0001 -2.79 <0.001 -2.13 <0.001
[SP] SPB 27:0;02 C27H57NO2 -1.62 0.025 -3.82 <0001 -2.4 <0.001 -1.98 <0.001
SPB 28:0;02 C28H59N02 NS 419 <0.001 -2.8 <0.001 -2.09 <0.001
SPB 20:0;03 C20H43NO3 NS 215 <0.001 -1.73 <0.001 -151 0.001
[P] SPB 22:0;03 C22H47NO3 NS 222 <0001 -1.74 0.004 -1.49 0.006
SPB 25:0;03 C25H53NO03 NS 3.02 <0.001 -242 <0.001 -1.7 <0.001
Cer 34:1;02 : Cer(18:1;02/16:0) C34H67NO3 -1.68 0067 17 0015 255 <0001 1.69 0.004
Coramides [5P02] N-acylsphingosines Ns) ger iéill‘.gi :23‘?5(16:1‘02/26:0) ' C42H83NO3 NS NS 219 <0001 164  0.001
(ceramides) [SP0201] er(18:1,02/24:0)
Cer43:1,02: Cer{17:1,02/26:0);  y386n03 NS NS 202 <0001 142 0.006

Cer(18:1;02/25:0)




ZR DA vs CTL ZL DA vs CTL DA ZL vs ZPL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation Formule brute p-
FC FC p-value FC p-value
value
Cer 44:1;02 : Cer(20:1;02/24:0) ;
[NS] Cer(18:1:02/26:0) C44H87NO3 NS NS 2.09 0.001 1.62 0.008
Cer 52:1;02 : Cer(24:1;02/27:0) C52H103NO3 NS -2.26 0.006 NS NS
Cer 44:1;03 : Cer(18:1;03/26:0) C44H87NO4 NS -2.21 0.005 NS NS
Cer 45:1;03 : Cer(18:1;03/27:0) ;
Cer(20:1;03/25:0) C4A5H89NO0O4 NS -2.26 0.003 NS NS
N-acylsphingosines Cer 46:1;03 : Cer(20:1;03/26:0) ;
N -2.2 . N N
(ceramides) [SP0201] Cer(18:1;03/28:0) C46HIINO4 > > 0010 > >
[NH] Cer 47:1;03 : Cer(20:1;03/27:0) ; 47H93NOA NS .87 ) NS NS
Cer(21:1;03/26:0) C47HI3NO ’ 0.00
Cer 48:1;03 : Cer(20:1;03/28:0) C48H95N04 NS -3.19 0.001 -1.69 0.017 -1.43 0.040
Cer 49:1;03 : Cer(21:1;03/28:0) C49H97NO5 NS -2.77 <0.001 -1.58 0.007 NS
Cer 50:1;03 : Cer(22:1;03/28:0) ;
Cer(20:1;03/30:0) C50H99NO4 NS -3.22 <0.001 -1.63 0.011 NS
Cer 48:0,02: Cer(24:0;02/24:0); (4g,197n03 NS 261 0013 -146 0028 NS
) N-acylsphinganines Cer(23:0;02/25:0)
[SP] Ceramides [SP02] (dihydroceramides) [NDS] Cer 49:0;02 : Cer(24:0;02/25:0) C49H99NO3 NS 205 0032 -127 0028 NS
[SP0202] Cer 50:0;02 : Cer(24:0;02/26:0) ;
Y ) - i N -2. . -1. . N
Cer(26:0;02/24:0) C50H101NO3 S 56 0.016 1.63 0.007 S
Cer 40:0;03 : Cer(16:0;03/24:0) ;
N -2.2 . N N
Cer(18:0;03/22:0) C40H81NO4 S 4 0.001 S S
Cer 41:0;03 : Cer(17:0;03/24:0) C41H83NO4 -1.81 0.081 -3.24 <0.001 -1.57 0.005 NS
Cer 42:0;03 : Cer(18:0;03/24:0) C42H85N04 NS -3.63 <0.001 -1.56 0.014 NS
N-acyl-4 Cer 43:0;03 : Cer(17:0;03/26:0) C43H87N0O4 NS -3.95 <0.001 -1.68 0.005 NS
hydroxysphinganines NP] Cer 44:0,03 : Cer(18:0;03/26:0); (44180N04 NS 3.05 0001 -146 0032 NS
(phytoceramides) Cer(20.0,03/24.0() Y
[SP0203] Cer 45:0;03 : Cer(20:0;03/25:0) ; N ) ) N
Cer(18:0;03/27:0) C4A5H91NO4 S 3.38 <0.001 1.69 0.002 S
Cer 46:0;03 : Cer(22:0;03/24:0) ;
NS -3.17 .002 -1. .01 -1. .01
Cer(20:0;03/26:0) C46H93NO4 0.00 67 0.017 44 0.014
Cer 47:0;03 : Cer(22:0;03/25:0) C47HI95N0O4 NS -3.14 0.001 -1.7 0.013 -1.41 0.051
Cer 48:0;03 : Cer(22:0;03/26:0) C48H97NO4 NS -2.86 0.002 -1.61 0.007 NS




ZR DA vs CTL ZL DA vs CTL DA ZL vs ZPL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation Formule brute
FC FC p-value FC p-value
Cer 49:0;03 : Cer(22:0;03/27:0) C49H99NO4 NS -2.56 0.004 -1.55 0.006 -1.5 0.051
[NP] Cer 50:0;03 : Cer(22:0;03/28:0) ;
! ) Y T NS -2.21 . -1. . -1. .
Cer(24:0;03/26:0) C50H101NO4 0.004 1.56 0.005 1.36 0.049
LB Cer 41:0,04 :
i i gl C41H83NO5 NS -2.28 0.002 -1.43 0.030 NS
[sP] Ceramides [sPo2]  oroXSPInESNIES Cer(17:0;03/24:0;(20H))
RAYCCSialices Cer 43:0;04 : Cer(18:0;03/25:0;0) ;
[SP0203] (AP] Cer(17:003/26,0) C43H87NO5 NS -2.46  0.001 -1.38 0.016 NS
Cer 45:0;04 : Cer(21:0;03/24:0;0) C45H91INOS NS -2.13 0.013 NS NS
Cer 47:0;04 : Cer(22:0;03/25:0;0) C47H95NO5 NS -2.09 0.031 NS NS
Quinones and . .
- . . . N N
[PR] hydroguinones [PRO2] Vitamin E [PR0202] Alpha-Tocopherol acetate C31H5203 2.72 3.6 0.010 S S
Alphaaminoacidsand ) 0 o oolutamique C5H7NO3 NS 359 <0001 -21 0001 NS
derivatives
L-alpha-amino acids Citrulline C6H13N303 NS -8.09 <0.001 -2.77 0001 -198 0.004
Carboxylic acids and Amino acids, peptides, | ic acid and
[0A] oo Glutamic acid an . . )
derivatives and analogues derivatives Acide Glutamique C5HINO4 NS 3.56  0.034 NS NS
Histidine and derivatives  Histidine C6HIN302 NS -3.53 <0.001 NS NS
Dipeptides His-pro C11H16N403 NS -5.67 <0.001 -2.37 0.001 -1.69 0.016
Azoles Imidazoles Acide trans-urocanique C6HB6N202 NS -6.02 <0.001 -3.93 <0.001 -2.09 0.001
[oc] Indoles and Adrenochrome o-semiquinone C9H10NO3 NS -3.62 0.013 -2.37 0.013 NS
derivatives Indolyl carboxylic acids Indolelactic acid C11H11NO3 NS 243 0001 NS NS
and derivatives
[00] Organooxygen Carbonyl compounds Hydroxy-benzaldehydes  2-Hydroxybenzaldehyde C7H602 NS 3.44 0.008 NS NS

compounds




11.6 Annexe 6 : Assignations SMPathoPso

Liste des molécules significativement modulées avec une FCyps 2 2 et ayant une identification par fragmentation donc avec une niveau 1 ou un niveau
2, de I'étude SMPatho dans le groupe Pso et son sous-groupe associé. [FA] : Fatty Acyls ; [GL] : Glycerolipids ; [SP] : Sphingolipids ; [ST] : Sterol Lipids ; [BZ] :
Benzenoids ; [OA] : Organic acids and derivatives ; [OC] : Organoheterocyclic compounds ; [OO] : Organic oxygen compounds.

Formule ZL Pso vs CTL Pso ZL vs ZR Pso ZL vs ZPL Pso ZPL vs ZR ZR Pso vs CTL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Assignation
brute FC p-value FC p-value FC p-value FC p-value FC  p-value
, SRS B {70 FA 26:0 C26H5202 318 <0.001 -3.83 <0001 -2.58 <0.001 -1.48 0019 NS
Fatty Acids and
i FAO1 i
Conjugates [FAOL]  Unsaturated fatty acids [FA0103] FA 20:4 (Acide Arachidonique) C20H3202  1.58 0.046 196 <0001 212 <0001 NS NS
(FA] Wax monoesters SFE 10:0 : WE(4:0/6:0) C10H2002 -3.29  0.004 NS NS NS NS
FA0701 .0 - 016 i i .
Fatty esters [FAO7] [ ] WE 30:0 : WE(14:0/16:0) C30H6002 -2.24 <0.001 -2.33 <0.001 -1.93 <0.001 NS NS
Fatty acid estolides [FA0709] FAHFA 48:2;0 : FAHFA
N -3.81 : 2l ) -1. : ; ]
18:2/300(FA 30:0) C48H9004 S 3.81 <0.001 8 <0.001 -175 <0.001 1.96 0.045
?gfg;’]r adylglycerols  Monoacylglycerols [GL0101] MG 24:0 C27H5404 -1.97 <0.001 239 <0001 -2.13 <0001 NS NS
DG 36:1 : DG(18:0_18:1) C39H7405 238 0.028 1.81  0.001 NS NS NS
; DG 36:2 : DG(18:1_18:1) C39H7205 2.4  0.019 189 <0.001 NS 155  0.017 NS
DIEG S ECes Diacylglycerols [GL0201]
[GLO2] DG 36:3 : DG(18:2_18:1) C39H7005 2.86 0.002 2.07 <0.001 147 0011 141 0.049 NS
[GL] DG 36:4 : DG(18:2_18:2) C39H6805 2.2 0.032 153 0.006 NS NS NS
TG 54:4:TG(18:1_18:1 18:2) C57H10006 3.83 0.004 2.37 <0.001 151 0.027 1.57 0.041 NS
- TG 54:5:TG(18:1_18:1_18:3);
[TgLrgg;/lglvcerols Triacylglycerols [GLO301] T6(18:0.18:2. 183) C57H10006 3.5  0.004 201 <0.001 NS 0.027 152 0.041 NS
TG 54:6: TG(14:1_18:1_22:4) ;
— 0 : : : ! N N N
TG(14:0. 18:2 224) C57H9806 3.43 0.026 1.8  0.010 S S S
4-Hydroxysphinganines
(Phytosphingosines) [P] Phytosphingosine C18H39NO3 NS -2.03 <0.001 -141 0.001 -1.44 0.005 NS
o [SP0103]
Sphingoid bases
[SP] L SPB 24:1;02 C24H49NO2 -2.21 <0.001 -2.61 <0.001 -2.01 <0.001 -1.3 0.017 NS
[SPO1] Sphingoid base
homologs and variants  [S] SPB 25:1;02 C25H5INO2 -3.17 <0.001 -553 <0.001 -3.41 <0.001 -1.62 0.002 NS
[5P0104] SPB 27:1;02 C27HS55NO2 347 <0001 -412 <0001 -3 <0001 -1.37 0023 NS




Formule ZL Pso vs CTL Pso ZL vs ZR Pso ZL vs ZPL Pso ZPL vs ZR ZR Pso vs CTL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation
brute FC p-value FC p-value FC p-value FC p-value FC  p-value
[H] SPB 20:1;03 C21H41NO3 -2.03 <0.001 -2.4 <0.001 -2.11 <o0.001 NS NS
SPB 22:0;02 C22H47NO2 -2.28 0.001 -2.26 <0.001 -2.01 <0.001 NS NS
SPB 24:0;02 C24H51NO2 -2.48 <0.001 -3.6 <0.001 -2.97 <o0.001 NS NS
. . SPB 25:0;02 C25H53NO2 -5.34 <0.001 -6.91 <0.001 -6.18 <0.001 NS NS
Sphingoid bases ST (e [DS]
[spp01]g homologs and variants SPB 26:0;02 C26H55N02 -6.35 <0.001 -9.88 <0.001 -7.1 <0.001 -1.39 0.043 NS
[SP0104) SPB 27:0;02 C27H57NO2 -3.35 <0.001 -4.63 <0.001 -3.55 <0.001 -1.3 0.017 NS
SPB 28:0;02 C28H59N0O2 -5.43 <0.001 -886 <0.001 -587 <0.001 -1.51 0.005 NS
[°] SPB 20:0;03 C20H43NO0O3 NS -2.05 <0.001 -1.63 0.001 NS NS
p
SPB 22:0;03 C22H47NO3 -2.53 <0.001 -2.32 <0.001 -2.25 <0.001 NS NS
Cer 34:1;02:
! 4H67N 2.94 001 2.42 .001 2.5 .001 NS NS
Cer(18:1:02/16:0) C34H67NO3 <0.00 <0.00 <0.00
Cer 38:1;02:
Cer(18:1;02/20:0), C38H75NO3 2.05 <0.001 141 <0.001 148 <0.001 NS 1.62 0.020
Cer(16:1;02/22:0)
[SP] Cer41:1;02:
Cer(17:1;02/24:0) ; C41H8INO3 2.37 <0.001 193 <0.001 1.77 <0.001 NS NS
Cer(18:1;02/23:0)
[NS] Cer42:1;,02:
Cer(16:1;02/26:0) ; C42H83NO3 7.13 <0.001 4.09 <0.001 3.86 <0.001 NS NS
Cer(18:1;02/24:0)
. N-acylsphingosines Cer 43:1;02 :
P02
Ceramides [SPO2] - amides) [sP0201] Cer(18:1;02/25:0) ; C43H85NO3 4.54 <0001 292 <0001 3.12 <0001 NS 1.87 0.037
Cer(17:1;02/26:0)
Cer 44:1;02:
! . . . . . . N . .
Cer(18:1;02/26:0) C44H87NO3 7.25 <0.001 3.12 <0.001 3.92 <0.001 S 1.85 0.043
Cer 40:1;03 :
Cer(18:1;02/22:0;0) ; C40H79NO4 2.45 <0.001 1.74 <0.001 1.66 <0.001 NS 1.89 0.029
Cer(17:1;02/23:0;0)
[AS] Cer41:1;,03:
Cer(18:1;02/23:0;0) ; C41H8INO4 2.74 <0.001 1.84 <0.001 184 <0.001 NS 1.66 0.049
Cer(17:1;,02/24;0)
2:1;03:
Cer 42:1;03 : Cer C42H83NO4 4.01 <0001 2.06 <0001 241 <0.001 NS NS

(18:1;02/24:0;0)




Formule ZL Pso vs CTL Pso ZL vs ZR Pso ZL vs ZPL Pso ZPL vs ZR ZR Pso vs CTL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation
brute FC p-value FC p-value FC p-value FC p-value FC  p-value
Cer 44:1;03:
[AS] Cer(18:1;02/26:0;0) ; C44H87NO4 2.49 0.001 NS 1.38 0.027 NS 1.89 0.045
Cer(20:1;02/24:0;0)
Cer 43:1;03 :
Cer(18:1;03/25:0) ; C43H85NO4 2.79 <0.001 1.37 0.010 1.81 <0.001 NS NS
Cer(17:1;03/26:0)
Cer 44:1;03:
! 2. . NS . . -1. . NS
- Cer(18:1;03/26:0) C44H87NO4 68 <0.001 1.58 0.001 1.43 0.022
Cer 46:1;03 :
Cer(20:1;03/26:0) ; C46H91INO4 NS -1.65 <0.001 NS -1.54 0.005 2.02 0.045
Cer(18:1;03/28:0)
N-acylsphingosines g::(i?):-ll;-gz;zs-O) C48HISNO4 NS 297 <0001 -2.02 <0001 NS NS
(ceramides) [SP0201] or 41.'1_'04_ -
Cer(17:1;03/24:0;0) C41H8INO5 2.62 <0.001 156 <0.001 1.67 <0.001 NS NS
Cer 42:1;04 :
Cer(18:1;03/24;0) ; C42H83NO5 2.39 <0.001 NS 1.39 0.009 NS 1.97 0.034
[SP] Ceramides [SP02] Cer(16:1;03/26:0;0)
Cer 43:1;04 .
! . . N N N . d
[AH] Cer(18:1;03/25:0;0) C43H85NO5 2.01 0.002 S S S 1.88 0.049
Cer 44:1;04 :
Cer(18:1;03/26:0;0) ; C44H87NO5 2.17 0.001 NS NS NS 2.05 0.037
Cer(20:1;03/24:0;0)
Cer 46:1;04 :
Cer(20:1;03/26:0;0) C46H9INOS5 NS -2.32 <0.001 -1.59 0.001 -1.46 0.015 NS
42:0;02:
N-acylsphinganines Cer 42:0,0 C42H85NO3 299 <0.001 2.05 <0.001 226 <0.001 NS NS
. . Cer(18:0;02/24:0)
(dihydroceramides) [NDS] Cer 44:0:02 :
SP0202 D . . . Y . d
[ 1 Cer(20:0;02/24:0) C44H89NO3 2.27 0.001 1.62 0.005 1.88 <0.001 NS NS
Cer 45:0;03 :
N-acyl-4- Cer(20:0;03/25:0) ; C45H91INO4 NS -2.19 <0.001 -1.36 0.034 -1.62 0.005 NS
hydroxysphinganines [NP] Cer(18:0;03/27:0)
(phytoceramides) Cer 46:0;03 :
[SP0203] Cer(22:0;03/24:0) ; C46H93NO4 NS -2.65 <0.001 -1.81 0.002 NS NS

Cer(20:0;03/26:0)



Formule ZL Pso vs CTL Pso ZL vs ZR Pso ZL vs ZPL Pso ZPL vs ZR ZR Pso vs CTL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation
brute Fi p-value FC p-value FC p-value FC p-value FC  p-value
Cer 47:0;03:
Cer(22:0;03/25:0) C47H95NO4 NS -3.48 <0.001 -2.29 <0.001 -1.52 0.015 NS
[NP) Cer 48:0;03 :
Y ) N -4, . -2.52 . -1. . N
Cer(22:0;03/26:0) C48H97NO4 S 09 <0.001 5 <0.001 1.62 0.015 S
N-acyl-4- Cer 44:0;04 :
. hydroxysphinganines Cer(18:0;03/26:0;0) ; C44H89NOS NS -2.16 <0.001 -1.48 0.003 -1.46 0.014 NS
[SP] Ceramides [SP02] (phytoceramides) Cer(20:0;03/24:0;0)
[SP0203] Cer 45:0;04 :
N -2. <0. -1. <0. N N
[AP] Cer(21:0;03/24:0;(20H)) C45H91NOS S 35 0.001 1.81 0.001 S S
Cer 46:0;04 :
Cer(22:0;03/24:0;0) ; C46H93NO5 NS -2.75 <0.001 -2.23 <0.001 NS NS
Cer(20:0;03/26:0;0)
[ST] Sterols [STO1] Cholesterol and derivatives [ST0101] Cholestérol C27H460 201 <0.001 175 <0.001 1.9 <0.001 NS NS
Benzene and Benzoic acids and
[BZ] substituted - Benzoic acids Acide benzoique C7H602 -2.76 0.024 NS -1.52 0.015 NS NS
s derivatives
derivatives
APRSIIIOEEEE o e e e C5H7NO3 NS 262 <0001 -1.59 0017 -1.65 0028 NS
and derivatives
(0A] Carboxylicacids ~ Amino acids, peptides, g'”.tar?.'c acidand  ide Glutamique CSHONO4 297 <0.001 NS 257 <0001 -1.83 0017 NS
and derivatives and analogues erivatives
L-alpha-amino Citrulline C6H13N303 -2.3  0.003 -4.24 <0.001 -2.72 <0.001 NS NS
acids Lysine C6H14N202 2.02 <0.001 1.66 <0.001 1.6 <0.001 NS NS
[OC] Azoles Imidazoles Acide trans-urocanique C6H6N202 -4.06 <0.001 -643 <0.001 -3.8 <0.001 -169 0.035 NS
[00] Organooxygen Carbonyl compounds P-benzoquinones  Acide Benzoquinoneacetique  C8H604 NS NS -2.07  0.022 NS NS

compounds




11.7 Annexe 7 : Assignations SMPathoRosacée

Liste des molécules significativement modulées avec une FCas 2 1,5 et ayant une identification par fragmentation donc avec une niveau 1 ou un niveau
2, dans I’étude SMPatho dans le groupe Rosacée et son sous-groupe associé. [FA] : Fatty Acyls ; [GL] : Glycerolipids ; [SP] : Sphingolipids ; [PR] : Prenol Lipids;
[OA] : Organic acids and derivatives ; [OC] : Organoheterocyclic compounds.

Im:m!ﬂl ZL Ery vs Ctl

Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation Formule brute
HOEEINES FC  p-value
Fatty Acids and Conjugates [FAO1]  Unsaturated fatty acids [FA0103] FA 20:4 (Acide Arachidonique) C20H3202 NS 1.71  0.038
WE 35:2 : WE(15:1/20:1) ; WE(16:1/19:1) ; WE(17:1/18:1) C35H6602 1.58 0.024 1.53 0.027
[FA] Wax monoesters [FA0701] WE 37:2 : WE(16:1/21:1) ; WE(17:1/20/1) ; WE(15:1/22:1) C37H7002 1.6 0.024 1.58 0.023
Fatty esters [FAQ7]
WE 39:2 : WE(23:1/16:1) C39H7402 NS 1.5 0.044
Fatty acid estolides [FA0709] FAHFA 50:2;0 : FAHFA 16:1/340(FA 34:1) C50H9404 NS -1.62  0.048
DG 27:0: DG(11:0_16:0) C30H5805 1.7 0.035 NS
DG 29:0: DG(14:0_15:0) C32H6205 1.79 0.035 1.58 0.049
DG 29:1:DG(13:0_16:1) C32H6005 1.61 0.035 NS
DG 30:1 : DG(14:0_16:1) ; DG(12:0_18:1) C33H6205 15 0.045 NS
DG 31:0: DG(15:0_16:0) C34H6605 1.77 0.035 1.57 0.049
DG 31:1: DG(15:0_16:1) C34H6405 1.65 0.035 NS
Diradylglycerols [GLO2] Diacylglycerols [GL0201]
DG 31:2 : DG(15:1_16:1) C34H6205 1.52 0.040 NS
(6L DG 33:0: DG(16:0_17:0) C36H7005 1.66 0.039 NS
DG 33:1: DG(16:1_17:0) C36H6805 1.61 0.037 NS
DG 35:0 : DG(16:0_19:0) C38H7405 153 0.047 NS
DG 35:1: DG(16:1_19:0) ; DG(17:0_18:1) C38H7205 1.58 0.045 NS
DG 35:2 : DG(16:1_19:1) ; DG(17:1_18:1) C38H7005 1.53  0.050 NS
TG 45:1:TG(14:0_15:0_16:1) C48H9006 2.14 0.038 NS
TG 47:1:TG(15:0_16:0_16:1) C50H9406 2.12  0.039 NS
Triradylglycerols [GLO3] Triacylglycerols [GLO301]
TG 47:2 : TG(15:0_16:1_16:1) C50H9206 1.96 0.035 NS

TG 49:1: TG(16:0_16:0_17:1) ; TG(16:0_16:1_17:0) C52H9806 202 0047 NS




Im:m!ﬂl ZL Ery vs Ctl

Catégories Classes Principales Sous-Classes Famille Assignation Formule brute
FC  p-value

[GL] Triradylglycerols [GLO3] Triacylglycerols [GLO301] TG 49:2 : TG(15:0_16:1_18:1) ; TG(15:0_17:1_17:1) C52H9606 2.02  0.038 NS

4-Hydroxysphinganines

i i N -1.74 .
(Phytosphingosines) [SP0103] [P] AGTEeRnI e C18H39NO3 > 0.037
[S] SPB 20:1;02 C20H41NO2 NS -1.64  0.032
SPB 22:0;02 C22H47NO2 NS -1.59  0.029
SPB 23:0;02 C23H49NO2 NS -1.63  0.036
SPB 24:0;02 C24H51NO2 NS -1.83  0.036
Sphingoid bases [SP01] Sphingoid base homologs and [Ds] SPB 25:0,02 C25H53N02 NS -1.83  0.032
[SP] variants [SP0104] SPB 26:0;02 C26H55N02 NS 195 0.034
SPB 27:0;02 C27H57NO2 NS -1.92 0.029
SPB 28:0;02 C28H59N0O2 NS -1.99  0.029
[P SPB 20:0;03 C20H43NO3 -1.62 0.037 -1.88 0.025
p
SPB 22:0;03 C22H47NO3 -1.68 0.047 -1.98 0.027
- i i i Cer 34:1;02 : Cer(18:1;02/16:0) 4H67N 1.54 0.024 1.57 0.023
Ceramides [SP02] N-acylsphingosines (ceramides) NS] C34H67NO3
[SP0201] Cer 36:1;02 : Cer(18:1;02/18:0) C36H71NO3 1.56 0.024 156 0.025
. C30 isoprenoids (triterpenes) Acyclic triterpenoids R

| PRO1 | 1.63 . 1.58 .02
(PR] soprenoids [PRO1] [PRO106] [PRO10601] Squalene C30H50 0.035 0.029
Polyprenols [PRO3] Dolichols [PR0307] Nor-Dolichol C24H420 151 0.039 1.46 0.042

. . L Amino acids, peptides, and . . . .
- - -1. . -2. .

[OA] Carboxylic acids and derivatives analogues L-alpha-amino acids  Citrulline C6H13N303 96 0.024 34 0.025

[0C] Azoles Imidazoles Urocanic acid C6HBEN202 NS -2.13  0.040




11.8 Annexe 8 : Criteres d’éligibilité de KelualDS

CRITERES D’INCLUSION

Criteres liés a la population :

e Homme ou femme agé(e) de 18 a 60 ans inclus
e Sujet avec un phototype |, II, lll, IV ou V selon I'échelle de Fitzpatrick
e Sujet ayant signé son consentement éclairé écrit
e Sujet affilié a un régime de sécurité sociale ou bénéficiaire d'une assurance maladie
e Pour les femmes en age de procréer :
o Utilisation d’une méthode de contraception efficace, évaluée par l'investigateur, le
jour de la visite d’inclusion
o Engagement a continuer a I'utiliser pendant toute la durée de I'étude
e Engagement du sujet a éviter toute teinture, décoloration, permanente, henné, lissage ou
défrisage sur le cuir chevelu, ou a ne le faire qu’apreés la fin de la phase 1 ou au milieu de la
phase 2 (a S2 ou S6, dans les 3 jours maximum aprés la visite)
e Engagement du sujet a éviter toute exposition solaire du cuir chevelu sans protection
(chapeau, casquette, bandana, casque, etc.) pendant toute la durée de I’étude

Criteres liés a I’état du cuir chevelu :

e Sujet présentant un état squameux du cuir chevelu :
o Cliniqguement visible (score de Squire = 20)
o Avec une intensité des squames 2 2 sur une échelle de 0 a 3 sur au moins 1 des 4
zones du cuir chevelu
Récurrent (au moins deux fois par an)
Associé a un érytheme et un prurit :
* Erythéme noté > 1 sur une échelle de 0 & 3 sur au moins une des zones
squameuses parmi les 4 zones du cuir chevelu
= Prurit auto-évalué par le sujet 2 3 sur une échelle numérique de 0 a 10
(moyenne du prurit ressenti durant les 3 derniers jours)

Critéres liés aux traitements et/ou produits :

e Sujet ayant une fréquence habituelle de shampooing maximale de 3 fois par semaine
e Sujet ayant effectué son dernier shampooing 3 jours avant la visite

CRITERES DE NON-INCLUSION

Criteres liés a la population :

e Pour les femmes en age de procréer : enceinte, allaitante ou prévoyant une grossesse
pendant I'étude

e Sujet ayant perdu sa liberté par décision administrative ou judiciaire, ou sous tutelle

e Sujet ne comprenant pas les informations fournies (pour des raisons linguistiques ou
psychiatriques), incapable de donner son consentement écrit ou de remplir son carnet de
suivi

e Sujet qui, de l'avis de linvestigateur, ne serait probablement pas conforme aux
contraintes et exigences de I'étude



e Sujet participant actuellement, envisageant de participer, ou ayant récemment participé
a une autre étude clinique susceptible d’interférer avec les évaluations de I'étude, selon
I'investigateur

e Sujet en situation de conflit d’intérét potentiel et/ou ayant un lien familial avec une
personne impliquée dans le déroulement de [I'étude (infirmier, technicien,
investigateur...), ou du centre d’investigation

Critéres liés aux maladies / état cutané :

e Sujet ayant les cheveux crépus

e Sujet ayant des antécédents d’allergie ou d’intolérance a un des ingrédients des produits
de I'étude ou a des produits d’hygiéne ou de soins capillaires (ex : ciclopiroxolamine,
piroctone olamine, lactamide MEA, acide béta-glycyrrhétinique)

e Sujet ayant des antécédents d’allergie ou d’intolérance a un des matériaux utilisés pour la
recherche (tampon PBS Triton X100 pour les prélevements par écouvillon)

e Sujet présentant toute autre pathologie dermatologique que I'état squameux étudié au
niveau des cheveux/cuir chevelu et susceptible d’interférer avec les évaluations de
I’étude, telles que :

o Alopécie ayant provoqué une perte de cheveux sur la partie supérieure du cuir
chevelu (stade Norwood-Hamilton > lll, Ludwig > -4, alopécie areata, alopécie
totale)

o Dermatite séborrhéique nécessitant un traitement médical

o Lésion cutanée surélevée, susceptible de subir un traumatisme, etc.

e Sujet présentant une pathologie dermatologique évolutive ou une lésion cutanée sur le
cuir chevelu (dermatite de contact, psoriasis, excoriations séveres, coup de soleil
important, surinfection bactérienne visible du cuir chevelu...)

e Sujet présentant toute autre affection dermatologique, maladie aigué ou chronique, ou
antécédents médicaux susceptibles d’interférer avec les évaluations de I'étude, ou
considérés par linvestigateur comme représentant un danger pour le sujet ou
incompatibles avec les exigences de I'étude

Critéres liés aux traitements et/ou produits :

e Traitement systémique par anti-inflammatoires non stéroidiens, corticoides, antibiotiques
ou antihistaminiques pris pendant 5 jours consécutifs dans les 2 semaines précédant
I'inclusion ou prévu pendant I'étude, et susceptible d’'interférer avec les évaluations

e Tout autre traitement systémique (cardiovasculaire, endocrinien, antidépresseur,
antipsychotique, antifongique) initié ou modifié dans les 4 semaines avant I'inclusion, ou
prévu/modifié pendant I'étude, susceptible d’interférer avec les évaluations selon
I'investigateur

e Traitement ou produit topique appliqué sur le cuir chevelu dans les 2 semaines précédant
I'inclusion ou prévu pendant I'étude pouvant avoir une action sur les états squameux ou
limiter I'efficacité du produit étudié : anti-inflammatoires, kétoconazole, shampooing
antipelliculaire, antifongiques, rincage au vinaigre, huiles essentielles...

e Toute teinture (y compris au henné), décoloration, permanente, lissage/défrisage du cuir
chevelu réalisée dans les 2 semaines précédant I'inclusion

e Tout produit capillaire topique (apres-shampooing, sérum, masque, gel, laque, cire,
mousse...) ou application d’eau sur le cuir chevelu entre le dernier shampooing et la visite
d’inclusion.



11.9 Annexe 9 : Assignations KelualDS

Liste des molécules significativement modulées avec une FCas 2 1,5 et ayant une identification par fragmentation donc avec une niveau 1 ou un niveau
2, de I’étude KelualDS® entre avant le traitement (SO) et apres 2 semaine de traitement avec le shampoing traitant (S2). [FA] : Fatty Acyls ; [GL] : Glycerolipids ;
[SP] : Sphingolipids ; [PR] : Prenol Lipids ; [OA] : Organic acids and derivatives ; [OC] : Organoheterocyclic compounds.

o e - nati Formule [ KDSS2VS0
Catégories Classes Principales Sous-Classes Familles Assignation _

brute

FA 14:0 C14H2802 1.62 <0.001
raicht chain f i FA 15:0 C15H3002  1.59 <0.001
[S:Aj)f.og.]c ety aeids Long Chain Fatty Acid FA 16:0 (Acide Palmitique) C16H3202 2.12 <0.001
FA17:0 C17H3402 1.69 <0.001

FA6:1 C6H1102 -1.68 0.001
FA7:1 C7H1202 -1.63 <0.001
FA 8:1 C8H1402 -1.81 <0.001
FA9:1 C9H1602 -1.85 <0.001

Medium Chian Fatty Acid FA 10:1 C10H1802 -1.74 0.001
FA11:1 C11H2002 -1.61 <0.001
;tr:;’ug:itdess ?::0 1 FA 1122 C11H2102  -1.62 <0.001
[FA] FA12:1 C12H2202 -1.74  <0.001
ﬁ;ﬁ;g;ted fatty acids FA 12:2 C12H2002  -1.68 <0.001
FA 18:1 C18H3402 -1.63  <0.001
FA 18:2 C18H3202 -1.57 <0.001
FA 19:1 C19H3602 -1.96 <0.001
Long Chain Fatty Acid FA 19:2 C19H3402 -1.65 <0.001
FA 20:1 C20H3802 -1.83 <0.001
FA 20:3 C20H3402 -1.75 <0.001
FA 20:4 (Acide Arachidonique) C20H3202 -1.52  <0.001
Very Long Chain Fatty Acid FA 22:1 C22H4202 -1.54 <0.001
Other Octadecanoids FA 18:2;0 : 13-HODE + 9-HODE C18H3203 -1.58  <0.001

Octadecanoids [FA02] Oxylipines

[FA0200] FA 18:3;0 : 13-HOTE C18H3003 -1.87  <0.001




Formule

Catégories Classes Principales Sous-Classes Familles Assignation brute __

[FA] Fatty esters [FAQ7] Wax monoesters [FA0701] WE 37:0 : WE(16:0/21:0) C37H7402 -1.53  <0.001
MG 12:0 C15H3004 3.49 <0.001

MG 13:0 C14H3204 2.61  <0.001

MG 14:0 C17H3404 451 <0.001

MG 14:1 C17H3204 2.65 <0.001

MG 15:0 C18H3604 3.72  <0.001

MG 16:0 C19H3804 459 <0.001

Monoradylglycerols o sl P MG 16:1 C19H3604 343  <0.001
[GLO1] MG 17:0 C20H4004 3.99 <0.001
MG 17:1 C20H3804 2.64 <0.001

MG 18:0 C21H4404 3.95 <0.001

MG 18:1 C21H4204 425 <0.001

MG 18:2 C21H3804 425 <0.001

MG 20:2 C23H4204 36 <0.001

[GL] MG 24:0 C27H5404 2.12  <0.001
DG 22:0 C25H4804 2.58  0.002
DG 24:0 : DG(12:0_12:0) C27H5205 3.8 0.001

DG 26:0 : DG(12:0_14:0) C29H5605 7.58  <0.001

DG 26:1 : DG(16:1_10:0) C29H5405 2.84  <0.001

DG 27:0 : DG(11:0_16:0) ; DG(13:0_14:0) ; DG(12:0_15:0) C30H5805 391 <0.001

DG 28:0 C31H6005 7.26  <0.001

Diradylglycerols [GLO2]  Diacylglycerols [GL0201] DG 28:1: DG(12:0_16:1) C31H5805 3.72  <0.001

DG 29:0 : DG(14:0_15:0) C32H6205 542 <0.001

DG 29:1 : DG(13:0_16:1) C32H6005 336 <0.001

DG 30:0 C33H6405 7.66  <0.001

DG 30:1 C33H6205 5.24  <0.001

DG 30:2 : DG(15:1_15:1) ; DG(14:1_16:1) C33H6005 332 <0.001

DG 31:0 : DG(15:0_16:0) C34H6605 5.5 <0.001
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DG 31:1: DG(15:0_16:1) C34H6405 4.76  <0.001
DG 31:2 : DG(15:1_16:1) C34H6205 2.78 <0.001
DG 32:0 C35H6805 6.57 <0.001
DG 32:1: DG(16:0_16:1) ; DG(14:0_18:1) C35H6605 6.23 <0.001
DG 32:2: DG(16:1_16:1) C35H6405 391 <0.001
DG 33:0: DG(16:0_17:0) C36H7005 434 <0.001
DG 33:1: DG(16:1_17:0) C36H6805 5.01 <0.001
DG 33:2: DG(16:1_17:1) C36H6605 3.17 <0.001
DG 34:0 C37H7205 3.84 <0.001
DG 34:1 C37H7005 7.6 <0.001
DG 34:2 C37H6805 4.2 <0.001
DG 34:3 C37H6605 2.78 <0.001
DG 35:0: DG(16:0_19:0) ; DG(15:0_20:0) C38H7005 293 <0.001
[GL] Diradylglycerols [GLO2] Diacylglycerols [GL0201] DG 35:1: DG(16:1_19:0) C38H7205 4 <0.001
DG 35:2 : DG(16:1_19:1) ; DG(17:1_18:1) C38H7005 3.09  <0.001
DG 35:3: DG(16:1_19:2) ; DG(17:1_18:2) ; DG(15:0_20:3) C37H7205 2.15 <0.001
DG 36:0 C39H7605 2,51 <0.001
DG 36:1 C39H7405 53 <0.001
DG 36:2 C39H7205 5.89 <0.001
DG 36:3 C39H7005 4.08 <0.001
DG 37:0 C40H7805 2.39  <0.001
DG 37:1 C40H7605 2.26 <0.001
DG 37:2 C40H7405 2.23  <0.001
DG 38:0: DG(14:0_24:0) C41H8005 2.66 <0.001
DG 38:1 C41H7805 2.46 <0.001
DG 38:2 : DG(18:1_20:1) C41H7605 2.24 <0.001
DG 39:0: DG(17:0_22:0) C42H8205 2.79 <0.001

DG 39:1: DG(15:1_24:0) ; DG(18:1_21:0) C42H8005 2.29 <0.001
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DG 40:0 C43H8405 291 <0.001
DG 40:1 C43H8205 2.84 <0.001
DG 41:0 C44H8605 2.54 <0.001
Diacylglycerols [GL0201] DG 42:0 : DG(17:0_25:0) ; DG(16:0_26:0) ; DG(118:0_24:0) C45H8805 224  <0.001
Diradylglycerols [GL02]
DG 42:1 C45H8605 2.43 <0.001
DG 43:0 C46H8905 1.57 <0.001
DG 43:1 C46H8705 1.61 <0.001
1-alkyl,2-acylglycerols [GL0202] DG 0-26:0 : DG(0-12:0/14:0) C29H5804 1.95 <0.001
TG 43:1 C46H8606 4.54 <0.001
TG 44:0 C47H9006 3.45 <0.001
TG 44:1 : TG(14:0_14:0_16:1) ; TG(14:0_14:1_16:0) C47H8806 6.69 <0.001
TG 45:0: TG(14:0_15:0_16:0) C48H9206 3.88  <0.001
TG 45:1: TG(14:0_15:0_16:1) C48H9006 5.85 <0.001
- TG 45:2 : TG(13:0_16:1_16:1) C48H8806 449 <0.001
TG 46:1 C49H9206 6.55 <0.001
TG 46:2 : TG(14:0_16:1_16:1) C49H9006 6.14 <0.001
TG 47:0 : TG(15:0_16:0_16:0) ; TG(15:0_15:0_17:0) C50H9606 3.93  <0.001
e O] T e TEER TG 47:1 : TG(15:0_16:0_16:1) C50H9406 5.64 <0.001
TG 47:2: TG(15:0_16:1_16:1) C50H9206 5.86  <0.001
TG 47:3 : TG(15:1_16:1_16:1) C50H9006 3.88 <0.001
TG 48:0 : TG(16:0_16:0_16:0) C51H9806 42  <0.001
TG 48:1:TG(16:0_16:0_16:1) ; TG(14:0_16:0_18:1) C51H9606 6.51 <0.001
TG 48:2 :TG(16:0_16:1_16:1) ; TG(14:0_16:1_18:1) C51H9406 7 <0.001
TG 48:3 : TG(16:1_16:1_16:1) C51H9206 5.29 <0.001
TG 49:0:TG(16:0_16:0_17:0) ; TG(15:0_17:0_17:0) C52H10006 3.99 <0.001
TG 49:1 : TG(15:0_16:0_18:1) C52H9806 5.26 <0.001
TG 49:2 : TG(15:0_16:1_18:1) ; TG(15:0_17:1_17:1) C52H9606 5.99 <0.001
TG 49:3 : TG(16:1_16:1_17:1) C52H9406 5.03 <0.001
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TG 50:0:TG(16:0_16:0_18:0) ; TG(16:0_17:0_17:0) C53H10206 3.57 <0.001
TG 50:1:TG(16:0_16:0_18:1) C53H10006 6.56 <0.001
TG 50:2:TG(16:0_16:1_18:1); TG(16:0_16:1_18:2) C53H9806 791 <0.001
TG 50:3:TG(16:1_16:1_18:1); TG(16:0_16:1_18:2) C53H9606 6.31 <0.001
TG 50:4 :TG(16:1_16:1_18:2) ; TG(16:0_16:1_18:3) C53H9406 4.65 <0.001
TG 51:1:TG(16:0_17:0_18:1) C54H10206 432 <0.001
TG 51:2: TG(15:0_18:1_18:1); TG(16:0_17:1_18:1) ; TG(16:1_17:0_18:1) C54H10006  5.37 <0.001
TG 51:3:TG(15:0_18:1_18:2); TG(16:1_17:1_18:1) C54H9806 5.11  <0.001
[GL] Triradylglycerols [GLO3]  Triacylglycerols [GLO301] TG 51:4 C54H9606 408 <0.001
TG 52:1:TG(16:0_18:0_18:1) ; TG(16:1_18:0_18:0) C55H10406  5.09 <0.001
TG 52:2:TG(16:0_18:1_18:1) C55H10206 6.56 <0.001
TG 52:3:TG(16:1_18:1 18:1); TG(16:0_18:1 18:2); TG(16:1_16:1_20:1) C55H10006  7.32 <0.001
TG 52:4: TG(16:0_18:1_18:3); TG(16:1_18:1_18:2) C55H9806 75  <0.001
TG 53:3 C56H10206 4.4 <0.001
TG 54:2 : TG(16:1_18:1_20:0); TG(18:0_18:1_18:1) C57H10606 511 <0.001
TG 54:3:TG(18:1_18:1_18:1) C57H10406 7.39 <0.001
TG 54:4:TG(18:1_18:1_18:2) C57H10206 6.58 <0.001
[NH] Cer 49:1;03 : Cer(21:1;03/28:0) C58H111NO4 -2.51 <0.001
N-acylsphingosines Cer 50:1;03 : Cer(24:1;03/26:0) C50H99NO5  -1.73  <0.001
[SP] Ceramides [SP02] (ceramides) [SP0201] AH] Cer 50:1;04 C54H107NO5 -1.65 <0.001
Cer 54:1;,04 C49H97N104 -1.68 <0.001
Acylceramides [SP0204] Cer[1-O-ENS] ACer 58:2;02 : ACer(d18:1/24:0/16:1) C50H99NO4 -1.73 <0.001
[PR] S;;'r‘;’:jfnf;‘is R0z Vitamin E [PRO202] Alpha-Tocophérol (Vitamine E) C29H5002  -2.33  <0.001
[0A] sz:it:/:ﬁczsa(:ids and :::;ilr;c;j:;ds, peptides, and Alpha amino acids and derivatives  Acide pyroglutamique C5H7NO3 -1.55  0.030
Azoles Imidazoles Acide trans-urocanique C6H6N202 -1.52 0.023
[oC] Indolyl carboxylic acids and derivatives Indolelactic acid C11H11INO3 -1.53  0.021

Indoles and derivatives
Tryptamines and derivatives  Serotonins Sérotonine C10H12N20 -1.61  0.009
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Abstract

Background. Seborrheic dermatitis (SD) is a skin disorder in which chronic inflammation of the
scalp is linked to excessive sebum production and overgrowth of Malassezia fungi. These fungi break
down sebum lipids, releasing pro-inflammatory unsaturated fatty acids. Lipidomic and metabolomic
sebum analysis is thus essential to better understand SD. SpiderMass, an innovative ambient ionization
mass spectrometry (AIMS) technology, allows for fast, direct, and non-invasive biochemical profiling

of sebum.

Objectives. To assess the potential of SpiderMass for evaluating the skin metabolome and
lipidome in scalp SD and study the impact of an anti-SD shampoo (Kelual DS®) on the relative levels

of SD-associated scalp metabolites and lipids.

Materials and Methods. Scalp sebum samples were obtained from 42 subjects with scalp SD
enrolled in a randomized controlled clinical trial to assess the efficacy of the anti-SD shampoo. All
participants used the anti-SD shampoo 3 times weekly for 2 weeks (intensive phase), followed by an
eight-week maintenance phase where subjects either continued to apply the anti-SD shampoo once
weekly (KDS group) or switched to a neutral shampoo (control group). Sebum was collected during

each study visit and analysed with SpiderMass. Additional biochemical analyses were also performed.

Results. After 2 weeks, SpiderMass analysis revealed a significant increase in the levels of

glycerolipids and saturated fatty acids, alongside a reduction in the levels of inflammation markers such



as histamine, oxylipins, and arachidonic acid. The change in lipid profile correlated with reduced
Malassezia levels. During the maintenance phase, the more balanced lipid profile and lower
inflammation marker levels were maintained only in the KDS group. SpiderMass findings were

consistent with conventional liquid chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS) data.

Conclusion. The anti-SD shampoo helped restore and maintain scalp lipid balance and reduce
inflammation marker levels and may therefore contribute to improving skin barrier function in scalp
SD. SpiderMass enabled real-time monitoring of changes in glycerolipids and inflammation markers,
providing results consistent with those obtained using conventional LC-MS approaches. This reliable,
powerful, non-invasive tool could be used as a rapid method for biochemical skin analysis in clinical

studies, offering new insights into SD mechanisms and treatment responses.

Bulleted statements

What is already known about this topic?

e Seborrheic dermatitis (SD) is a common inflammatory skin condition associated with excess
sebum and Malassezia fungi overgrowth.

e Malassezia lipases break down skin glycerolipids, producing fatty acids that lead to skin
inflammation and itching.

e Anti-SD shampoos are widely used to alleviate SD, but the molecular effects on scalp sebum

have not been well characterized in clinical settings.

What does this study add?

o This study used the SpiderMass approach, a novel ambient ionization mass spectrometry
technique, to analyse scalp sebum non-invasively in subjects with scalp SD.

e [t showed that an anti-SD shampoo restored lipid balance and reduced the levels of
inflammation markers in sebum.

e The SpiderMass results were confirmed by conventional LC-MS methods, supporting the

value of SpiderMass for clinical dermatology research.



Plain Language Summary

An anti-fungal shampoo can help to restore a healthy balance of oils in scalp

sebum and reduce skin irritation in people with seborrheic dermatitis

Seborrheic dermatitis is a common skin condition that causes inflammation of the scalp resulting
in red, flaky, and itchy patches. It affects about 2% of people worldwide and is linked to excess oil

(sebum) on the skin and the presence of a fungus called Malassezia.

Antifungal shampoos are often used to treat people with scalp seborrheic dermatitis. To help us
understand how this shampoo affects the molecules of the scalp sebum, we conducted a clinical study
in France involving 42 people with scalp seborrheic dermatitis. Everyone taking part used the test
shampoo for two weeks. For the next eight weeks, half of the group continued using the test shampoo
and the other half switched to a neutral shampoo. During the study, we collected scalp sebum samples
using absorbent paper and analysed them using an innovative mass spectrometry-based method called
SpiderMass. This quick and painless technology allowed us to check whether using the shampoo led to

changes in the levels of scalp sebum molecules.

We found that after two weeks of using the shampoo, there was a clear reduction in molecules
that can cause inflammation, and an increase in healthy sebum oils. These improvements were
maintained in the group that continued using the test shampoo and were accompanied by a reduction in

the amount of Malassezia fungi on the scalp.

Our study showed that the test shampoo improved scalp health by reducing inflammatory
molecules and restoring the balance of healthy scalp lipids. We also showed that SpiderMass is a
promising tool for studying skin conditions and testing treatment effects, which could improve how we

evaluate skin treatments in the future.



Introduction

Seborrheic dermatitis (SD) is a skin disorder affecting 1-3% of the population'. It occurs in all
ethnic groups and in individuals of all ages, but is more common in males than females. SD is clinically
characterized by the presence of patches of inflamed and itchy skin and is usually associated with a
high levels of sebum production, is often accompanied by the presence of dandruff. The role of
Malassezia in the exacerbation of scalp SD is well established, with the overgrowth of these commensal

fungi disrupting skin homeostasis and altering skin lipid composition*>.

Malassezia species thrive in lipid-rich environments, such as skin areas like the scalp that produce
high levels of sebum. These fungi produce lipases that metabolize major sebum components, including
monoglycerides (MGs), diglycerides (DGs), and triglycerides (TGs), to provide a carbon source for
their growth and survival*®. The degradation of these glycerolipids (GLs) — which consist of a glycerol
backbone bound to one, two, or three fatty acids, respectively — leads to the release and accumulation
of short-chain unsaturated free fatty acids (UFFAs)®. In patients with SD and Malassezia overgrowth,
this process results in a marked decrease in GLs in favour of short-chain UFFAs on the skin surface and
an increase in inflammatory markers such as histamine and oxylipins’®. This alteration in sebum lipid
composition disrupts the skin barrier function of the stratum corneum, most notably by modifying the
ceramide profile. Analysing the skin lipid profile of subjects with SD is therefore crucial for advancing
our understanding of this inflammatory skin disease. In this context, two recent research studies have

described changes in ceramide composition in SD-affected skin®!°,

Shampoos containing antifungal agents play a key role in the management of scalp SD''-3,
However, relatively little is known about the effects of these treatments on SD skin at the molecular
level. Metabolomic and lipidomic analyses are typically conducted using high-performance liquid
chromatography coupled with mass spectrometry (HPLC-MS). At present, liquid chromatography
coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) is the gold standard for the identification and
relative quantification of many skin metabolites. However, this approach is time consuming and labour
intensive, requiring extensive sample preparation and multiple sample runs to allow separation and

analysis of the heterogenous and physiochemically diverse subclasses of lipids and metabolites found



in human sebum. In this context, shotgun metabolomics and lipidomics have emerged as promising
strategies. An innovative ambient ionization mass spectrometry (AIMS) technology called
SpiderMass!4, which allows samples to be analysed without any preparation, can be used to identify a
wide range of metabolites and lipids for both ex vivo applications and direct in vivo analysis with

minimal invasiveness'.

In the present study, we evaluated the potential of SpiderMass to study scalp SD by using this
technology to analyse sebum scalp samples from subjects with SD who had enrolled in a bicentric,
randomized, controlled, clinical trial, initially conducted to evaluate the efficacy and safety of a 10-
week scalp care routine using an anti-SD shampoo'®. In addition to validating the suitability of the
SpiderMass technique by comparison to data from this study cohort obtained by conventional LC-
MS/MS (Genies et al.), the main aim of this ancillary study was to evaluate the effects of the anti-SD

shampoo on inflammatory markers and lipids in subjects with SD.

Materials and Methods

Study design and Ethics.

Details of the design of the initial clinical trial have been described previously!”. Briefly, the
study was conducted over a 10-week period at the Skin research Centre (Pierre Fabre Dermo-
Cosmétique, Toulouse) and the Centre de santé Sabouraud - Hopital Saint Louis (Paris). The study
product was an anti-SD shampoo (Kelual DS® or KDS, DUCRAY Dermatological Laboratories,
Boulogne Billancourt, France) containing two antifungal agents (ciclopirox olamine or ciclopirox, and
piroctone olamine) and an anti-inflammatory agent (p-glycyrrhetinic acid). The study consisted of 2
phases (Supplementary information Figure S1). In the first phase (intensive phase), all study
participants were instructed to use the anti-SD shampoo 3 times per week for 2 weeks. In the second
phase (maintenance phase), the participants were randomized into 2 groups: a KDS group in which the
participants continued using the anti-SD shampoo once weekly, in alternation with two applications per
week of a neutral shampoo (Extra Doux® or ED, DUCRAY Dermatological Laboratories, Boulogne

Billancourt, France), and the control group in which participants use the neutral shampoo only (3 times



weekly). The effects of the anti-SD shampoo (clinical, biological and biometrological assessments)

were evaluated at inclusion (week 0 [WO0]), W2, W6 and W10 (study end).

The study was registered (trial number: NCT06578962) and conducted in accordance with Good
Clinical Practice guidelines (CHMP/ICH/135/1995) and the Declaration of Helsinki 1996. Written
informed consent was obtained from all patients. The study also conformed to Regulation (EC) No
1223/2009 of the European Commission and the French Decree (n°2017-884) pertaining to research on

cosmetic products.

Scalp sebum sampling.

Because patients are recruited from two centres, in vivo analysis could not be performed. Thus,
for SpiderMass analysis, sebum was collected using absorbent paper, which was rubbed gently over the
subject's scalp at each study visit. The absorbent paper contained no gum or additives. Before sampling,
each sheet of absorbent paper was separated into two parts: one part was applied to the scalp to collect
the sample, and the other half was used as a blank control for SpiderMass analysis. After collection,
sebum samples on the absorbent paper were stored at -80°C. All samples were then analysed
simultaneously at the end of the study to minimize instrumental variation. For metabolomic analysis by
LC-MS/MS, sebum collection was performed using a swab rubbed on the scalp as described previously

by Genies et al. (under submission) (Supplementary information Appendix S1).

SpiderMass analysis.

The principle and design of the SpiderMass technology has been described in detail
previously'®!”. The unique setup used for this clinical trial is an adaptation of the initially developed
prototype to fit the dermatological applications. The set up used for scalp sebum analysis is summarized
in Figure 1A. Briefly, a fibered laser tuned at 2.94 pm was used to ablate the sample, and the ablated
material was then aspirated using polytetrafluoroethylene tubing directly connected to a quadrupole
time-of-flight MS instrument (Q-TOF, Impact 11, Bruker) and passed through a dedicated interface, in-
house developed to prepare the aerosol. The MS instrument was operated in the positive ion mode and
set to scan in the 50-1650 m/z range and only one acquisition per sample is made. The laser

microetching caused no significant damage to the absorbent paper (Figure 1B) and the spectra obtained



from the absorbent paper sebum samples were similar to those recorded from the direct in vivo

application of the technique to a sebum-rich area of the face (Figure 1C).

LC-MS/MS metabolomic analysis

LC-MS/MS analysis was carried out by Metabolon Inc. (Morrisville, NC, USA) using the sample
preparation protocols and methods detailed previously by Genies et al. (under submission) and in
supplementary data. For comparison of LC-MS data with SpiderMass data only molecules found to be

significantly modulated in both analyses were compared as part of the current study

Fourier Transform Infra-red (FTIR) analysis

Transmission FTIR spectra of the lipids on the absorbent paper were acquired with only one run
per sample in the 4000-670 cm™ ! range on a Perkin Frontier spectrometer (Spectrum 400 FT-IT, Perkin
Elmer). After blank subtraction, the ratio of the peak areas corresponding to free fatty acids (FFAs;
1710 cm™) and TGs (1740 cm™) was calculated and used as an indicator of microbiotic lipase activity

and thus sebum quality.

Microbiota analysis

The scalp microbiota was analysed using two methods, as described in Maitre et al.!”: absolute
quantification of Malassezia restricta and Malassezia globosa was performed by digital droplet PCR
(ddPCR™) with the ddPCR QX200™ and AutoDG™ (Bio-Rad Laboratories) system, and amplicon

sequencing of the internal transcribed spacer 1 (/7S7) region of the fungal population was performed at

the GeT-IT Genomics Platform (INRAE transfer METYS in Castanet-Tolosan, France).

Data processing and statistical analysis

Raw SpiderMass data were imported into a custom-made Matlab (Mathworks Inc) program for
pre-processing. Statistical analyses were then performed with an R-Shiny custom-made application.
This data pre-processing step was used to normalize the spectra with the total number of ions (TIC).
Contaminant peaks (including those related to the study products) were then identified and removed

from subsequent analyses.

Differential analysis was then performed to identify peaks showing significant between-group

changes (adjusted p-value < 0.05) in relative intensity over time. A mixed linear model was fitted for

~ ~



each peak with the following fixed factors: group (Control/KDS), visit (W2/W6/W10) and the
interaction group*visit included. The subject was included as a random factor and the baseline value at
“W0” was included as a covariate. Finally, multiple testing correction was applied using the Benjamini-
Hochberg method to minimize the risk of false positives. The discriminative ions were annotated using
public databases, namely LipidMaps database, Alex123 and/or HMDB database, with MS?
fragmentation. Only modulated masses with an absolute fold change (FCabs) greater than or equal to 1.5
were included in further analyses. Finally, an integrated analysis of 7S/ rRNA sequencing results'’
with SpiderMass lipidomics and metabolomics data during the intensive phase was performed using the
multi-view DIABLO (Data Integration Analysis for Biomarker discovery using Latent cOmponents®’)

method (Supplementary Information Appendix S2).

Results

Participant cohort

A total of 42 subjects (aged 18-52 years; mean age 35.84 years) were included in the intensive
phase of the study. During the maintenance phase, 21 subjects were randomly allocated to the KDS
group and 21 subjects to the control group. The two randomized groups were similar in terms of

demographic and clinical characteristics, as detailed in Maitre et al.!”.

SpiderMass, microbiota and FTIR analysis during the intensive phase

Comparison of the SpiderMass MS fragmentation spectra obtained from the sebum samples
collected on absorbent paper before (W0) and after (W2) the intensive phase revealed clear changes in
the metabo-lipidomic profile of the SD scalp sebum. Evaluation of the lipid profile indicated that peak
intensity in areas of the spectra associated with GLs increased after two weeks of application of the
study shampoo (Figure 2A). Different profiles were observed for the different GL families (i.e., MGs,

DGs, and TGs; Figure 2B).

The differential analysis revealed that the levels of 135 sebum molecules were significantly
modulated between the start and end of the intensive phase (adjusted p-value <0.05 and with an
FCabs>1.5; Figure 3A). Of these 135 modulated molecules, 104 showed increased production, mainly

GLs and saturated free fatty acids (SFFAs) (Figure 3B-E), and 31 showed decreased production,



including UFFAs (Figure 3F), metabolites, oxylipins, and sphingolipids. More specifically, we
identified 100 GLs for which production increased during the intensive phase, including 14 MGs, 48
DGs and 37 TGs (Table S1; Supplementary Information). TGs showed the most marked increase,
with an average FC of 5.46, whereas smaller increases were detected for MGs and DGs, with average
FCs of 3.56 and 3.81, respectively. The levels of 4 SFFAs also significantly increased during the
intensive phase, with an average FC of 1.76. The 31 molecules showing decreased production during
the intensive phase included 17 UFFAs, with an average FC of -1.69 of which arachidonic acid (AA;
20:4n-6) with a FC = -1.52. 5 sphingolipids (4 ceramides and an acylceramide), with an average FC of
-1.86, and 2 oxylipins (9-HODE (9-hydroxy-10E,12Z-octadecadienoic acid) with a FC =-1.58 and 13-
HOTE (13-hydroxy-9Z,11E-octadecadienoic acid) with a FC = -1.87). Significant decreases in the
levels of inflammation markers, such as urocanic acid (FC = -1.52) and histamine (FC = -2.71), were
also detected. The levels of several small metabolites were also significantly reduced: serotonin (FC =
-1.61), indolelactic acid (FC = -1.53), alpha-tocopherol (FC = -2.33) and pyroglutamic acid (FC = -
1.55) (Table S1; Supplementary Information). In addition, decreases in the abundance of Malassezia
globosa (Figure 3G) and Malassezia restricta (Figure 3H) were observed during the intensive phase.

The FFA/TG ratio measured by FTIR also showed a clear decrease between W0 and W2 (Figure 31I).

LC-MS/MS sebum analyvsis during the intensive phase

In parallel to SpiderMass, conventional metabolomics was performed on swab samples analysed
by LC-MS/MS. The results of this analysis are detailed in Genies et al. (under submission) and included
a broader range of molecules than our lipid-focused SpiderMass analysis. The metabolomic LC-MS/MS
analysis led to the identification of 161 significantly modulated molecules between WO and W2: 31
molecules showed significantly increased and 130 showed significantly decreased (FCabs >1.5). Overall,
21 of these molecules were found to be significantly modified in both analyses. The modulation pattern
and FC values derived from the LC-MS/MS and SpiderMass data appeared similar for all molecules
evaluated in both studies; however, for DG 30:1 (FCrcms = 9.05, FCspidermass = 5.24) and DG 32:1 (FClc-
ms = 11.29, FCspidermass = 6.23) the LC-MS/MS FC values appeared higher an those derived from the

SpiderMass analysis (Figure 4).



Integrated lipid and microbiota analysis during the intensive phase

The SpiderMass/ITS1 integrated analysis showed a correlation between the hight presence of
Malassezia and lipids, such as UFFAs and the two oxylipins (octadecanoids), as well as a strong
correlation between the presence of Cladosporium and Penicilium and GLs (MG, DG, TG) and SFFAs
(Figure 5A). Moreover, these correlations discriminated samples based on the time of sampling. The
position of sample coordinates inside the fungi and lipid subspaces (Figure 5B) indicated that the group
comprising Malassezia, UFFAs and the two oxylipins predominated at W0, whereas the Cladosporium,
Penicilium and GL group predominated at W2. The DIABLO analysis showed a high degree of co-
variance between changes in fungi composition and changes in lipid profiles following the intensive

phase, which indicated a possible relationship between these scalp components.

SpiderMass, microbiota and FTIR analysis during the maintenance phase

Analysis of data from sebum samples collected during the second phase of the study showed that
subjects in the KDS group maintained a regular lipid profile over time, whereas a reversal of the effects
observed in the intensive phase occurred in the control group, with a decline in the levels of GLs (Figure
3 B-D) and SFFAs (Figure 3E) back to the levels measured at baseline. There was also an increase in
the levels of inflammatory markers and UFFAs (Figure 3F), which returned to levels close to those
observed before application of the anti-SD shampoo. In addition, increases in the abundance of
Malassezia globosa (Figure 3G) and Malassezia restricta (Figure 3H) were observed in the control
group during the maintenance phase. The clear decrease in the FFA/TG ratio measured by FTIR

observed during the intensive phase, was also not maintained in the control group (Figure 31I).

Discussion and Conclusion

This study used an innovative SpiderMass approach to show that the regular use of an anti-SD
shampoo led to a substantial change in the lipid profile of scalp sebum in subjects with SD, leading to
the return of a healthy balance of GLs and FFAs, reductions in the levels of markers of inflammation
and pruritus, and decreases in Malassezia abundance. The improvements were maintained with
continued use of the study product, with significant differences observed between the KDS and control

groups for most parameters during the maintenance phase. These results demonstrating the



effectiveness of the study product as part of a maintenance care regimen are consistent with those of
the clinical study of Turlier et al.!!. As in this previous trial, many recent clinical studies evaluating the
effectiveness of anti-SD products regularly include instrument or biochemical measurements but rarely
include lipidomic or metabolomic analysis. However, these omics approaches offer a more complete
and objective evaluation of the effects of study products. Indeed, in our study, the SpiderMass/ITS1
integration analysis revealed co-variance patterns between metabolites/lipids and microbial species,
highlighting how this approach could lead to a better understanding of SD dysbiosis and the impact of

treatments.

SD treatment involves topical anti-inflammatory agents and topical or oral antifungal drugs?'.
The anti-SD shampoo used in this study contained several antifungal ingredients (ciclopirox olamine
and piroctone olamine) and an anti-inflammatory agent (B-glycyrrhetinic acid). Based on current
knowledge of the pathophysiology of SD and the results of the current study, the antifungal agents in
the study shampoo limited the proliferation of Malassezia species and rebalanced the scalp microbiota,
which combined with the anti-inflammatory agent, led to a reduction in presence of pro-irritant and pro-
inflammatory UFFAs* and other inflammatory markers such as histamine, arachidonic acid, oxylipins®
and urocanic acid, minimizing disruption of the epidermal barrier and the resultant erythema (as

illustrated in Figure 6).

SpiderMass, first introduced for precise detection of excision margins in cancer’, presents
several advantages for skin analysis, including the minimal invasiveness of sampling, real-time
capacity, and large amount of information generated during analysis. Indeed, mass spectrometry is an
interesting technology for skin analysis in clinical trials due the specificity of the molecular information
extracted. Many studies have used LC-MS/MS to evaluate the lipid and metabolic profiles associated
with inflammatory skin diseases, such as atopic dermatitis, acne, or psoriasis**?’. However, few studies
have carried out lipidomic analysis of the skin or sebum of people with SD. The current study
demonstrated the potential of analysing skin molecules directly in sebum samples using SpiderMass.
Our analysis identified a large number of molecules modulated by the application of the study product,

including changes in the abundance of key molecules involved in the pathophysiology of SD. Some of



these molecules were also found to be differentially modulated in a metabolomic analysis carried out
on the same cohort of patients using LC-MS/MS (Genies et al.). This is the first time that metabolic
analyses conducted using SpiderMass and conventional LC-MS/MS approaches have been compared
using samples taken from the same patients. Our findings therefore provide robust evidence validating

the use of the SpiderMass approach in clinical studies.

Our detailed analysis of the lipid composition of the scalp sebum of subjects with SD during the
intensive phase showed that the various structural lipid classes in the sebum showed very homogeneous
patterns of modulation in their levels after the 2-week application of the study shampoo. Some of the
changes observed during this intensive phase of the study, such as the decrease in UFFAs and the
increase in TGs, confirmed the results of a previous study based on data obtained by conventional GC-
MS analysis of samples from subjects with SD before and after application of antifungal shampoo®. In
the present study, we also showed that the ratio between the FFAs and TGs measured by FTIR provided
an accurate indication of the lipid profile status of SD scalp sebum. This ratio had been previously
proposed for studying the sebum in acne but, to our knowledge, this approach has never been proposed

for SD?8,

The wide range of molecules analysed by SpiderMass in our study provided further insights into
the global effects of the study product, as well as a more detailed analysis of lipid composition and
inflammatory mediators in SD. Polyunsaturated fatty acids (PUFAs), very long-chain fatty acids that
contain at least two carbon-carbon double bonds, alongside some PUFA derivatives, were some of the
key sebum components showing altered production following regular use of the study product. AA is
the second most abundant PUFAs in the human epidermis and, although its concentration does not
exceed 3%, it is a precursor of several pro-inflammatory molecules, including prostaglandins,
thromboxanes, leukotrienes poly-hydroxy fatty acids and oxylipins®®. Oxylipins in particular play a
central role in inflammatory skin reactions. In our study, the level of AA, as well as the levels of two
oxylipins were found to be significantly reduced after 2 weeks of applying the study product. The two
modulated oxylipins identified in our study, 9-HODE and 13-HOTE, are involved in the release of

inflammatory cytokines® and the activation of the inflammatory response*’, respectively. These findings



therefore demonstrate the anti-inflammatory properties of the study product, which resulted in a

decrease in the inflammatory state of the scalp in subjects with SD.

Another example of the anti-inflammatory action of the study product was the effect on histamine
production. Like oxylipins, histamine and its receptors represent a complex immunoregulatory system,
making histamine a key biomarker of inflammation and previously described as a reference marker of
itch in SD7*1*2, Histamine is a potent inflammatory mediator produced by activated cells. It intensifies
and prolongs inflammatory responses by triggering the recruitment of various pro-inflammatory
molecules and immune cells*. As with the other markers of inflammation evaluated in our SpiderMass
study, histamine production was reduced after two weeks of application of the study product. Beyond
reducing inflammation, the anti-histamine effect of the study product may also help to improve skin
barrier function. Among its many activities, histamine plays an important role in modifying the
epidermal barrier, mainly through effects on reducing filaggrin expression®*. In addition to its structural
role, filaggrin is slowly degraded by proteases to release hygroscopic amino acids such as trans-urocanic
acid and pyroglutamic acid®. Together these precursors form the natural moisturizing factors that are
essential for epidermal barrier integrity, pH balance, and contribute to maintaining epidermal
hydration®. In this study, urocanic acid was found to be significantly reduced after the 2-week intensive
phase and stabilized during the maintenance phase, suggesting that skin turnover was restored by the

study product.

Sphingolipids were another class of lipids that showed significant modulation during the
intensive phase of the study. This lipid class is defined by the presence of a sphingoid backbone with a
variety of headgroups. Sphingolipids contain one of the four classes of sphingoid bases including
sphingosine, sphinganine (dihydrosphingosine), phytosphingosine, and 6-hydroxysphingosine®’. A
sphingoid base conjugated with a fatty acid creates a ceramide. Ceramides are bioactive lipids that play
a key role in lipid signalling. Sphingolipid metabolism can be stimulated by multiple stimuli including
inflammatory responses®®*. Recently, Rousel et al. investigated the link between skin ceramide
composition and skin barrier properties!®. In our study, several ceramides were found to be reduced

after the intensive phase, which could be explained by a decrease in desquamation after the application



period. Together, these results suggest that the study product modulated ceramide dynamics on the
scalp. Given that ceramides are involved in apoptosis and inflammatory pathways*, these results could
also reflect altered levels of inflammation, consistent with our results showing the downregulation of

oxylipin, histamine and AA production during the intensive phase of the study.

Taken together, the various molecular variations observed during the intensive phase of the study
indicated that, in addition to restoring lipid balance, the study product showed significant activity on
various metabolic pathways involved in SD, including reducing inflammatory markers and modulating
the levels of molecules that could lead to improvements in the integrity of the epidermal barrier of the

scalp in SD.

In the present study, we showed that the SpiderMass technology allowed the precise, non-
invasive analysis of the lipid and metabolite profile of scalp sebum in subjects with SD. This strategy
enabled the rapid collection of a large amount of molecular data. Both a global analysis and the
identification of the metabolites and lipids were shown to be possible using the MS/MS approach.
However, the absence of a separation method upstream of the mass spectrometer in the SpiderMass set
up limited molecular identification in some cases, notably when two compounds had very close m/z
ratios and only the molecule with the highest intensity could be fragmented and analysed. This
constraint could be partially overcome by integrating an ion mobility spectrometer into the system,
offering an additional dimension for separation and thus improving the resolution of the analysis. We
also demonstrated that this strategy could be used in clinical trials to follow the evolution the various
metabolites and lipids during participant follow up. Indeed, in this study we investigated how an anti-
SD shampoo restored a healthier lipid profile in subjects with SD, leading to increases in glycerolipid
content and lower levels of inflammation and itching markers, such as AA and histamine. This
demonstrated the potential of SpiderMass technology as an asset for both understanding the underlying
mechanisms of skin pathologies and as a valuable tool for evaluating efficacy in clinical studies. Lastly,
the technology can be used similarly in vivo to perform time course analysis and better pictured the
pathophysiological mechanisms of skin diseases as well as to follow the efficiency of new active

products by monitoring along time their effect on the skin at the molecular level.
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Figure 1 SpiderMass. (a) Schematic representation of the SpiderMass setup for scalp sebum

analysis. The SpiderMass system was equipped with a fibered laser micro-sampling device, an ion
transfer tube, and a custom-made APCI-like interface with a QToF MS. (b) Photograph of sebum-
impregnated absorbent paper, before and after laser irradiation. Laser microetching did not damage the
substrate: only slight white marks are visible at the impact points. (¢) MS spectra acquired by
SpiderMass under in vivo conditions by direct application to the face (violet spectrum), and from a
sebum sample collected on absorbent paper, taken from the same patient (green spectrum). APCI,

Atmospheric-pressure chemical ionization; I, Intensity; IR, infrared; MS, Mass Spectrometry; m/z, mass

|
3. Transfer tube

2. Sebum sample on
absorbent paper

\

m SpiderMass in vivo facial sebum spectrum
B SpiderMass spectrum of facial sebum collected on

to charge ratio; QToF MS, quadrupole-time-of-flight tandem mass spectrometer.
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Figure 2 SpiderMass spectra and assignments. (a) SpiderMass MS spectra of the scalp sebum

obtained by analysing samples collected on adsorbent paper from subjects with SD at WO before
application of the study shampoo (red) and after 2 weeks of using the study product 3 times/week (W2;
green); (b) MS? spectra of 3 glycerolipids. These lipids followed a precise fragmentation pattern giving
similar fragmentation spectra. (¢) Fragmentation scheme of the 3 glycerolipids: a monoglyceride (MG),
a diglyceride (DG), and a triglyceride (TG). I, Intensity; m/z, mass to charge ratio; MS, Mass
Spectrometry; MS?, Fragmentation by tandem mass spectrometry; SD, Seborrheic Dermatitis; W,

Week.
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Figure 3 Analysis of significantly modulated molecules (a) Fold change (FC) distribution of

each of the 135 molecules identified as significantly modulated between WO (before application of the



study product) and W2 (after 2 weeks of study shampoo application). A positive FC value indicates an
increase in the production of the lipid/metabolite after 2 weeks of study product application, whereas a
negative FC value indicates a decrease in molecule production. (b-f) Changes in the levels glycerolipids
and free fatty acids: (b) monoglycerides (MGs), (c) diglycerides (DGs) and (d) triglycerides (TGs), as
well as (e) saturated (SFFAs) and (f) unsaturated free fatty acids (UFFAs) quantified by SpiderMass.
(g-h) time course of logl0 Malassezia (g) restricta and (h) globosa populations. (i) FFA/TG ratio
obtained by FTIR during the intensive phase (W0 to W2) in the global study population and during the
maintenance phase (W2 to W10) in control and KDS group subjects. All results are expressed as the
mean + SEM. Comparisons were conducted for both groups pooled between W0 and W2: #p < 0.05,
##p < 0.01 and ###p<0.001; and between the KDS and control groups *p < 0.05, **p < 0.01 and
**%p<(0.001. FC, Fold change; FFA, Free fatty acids; FTIR, Fourier Transform Infra-red; KDS, Kelual

DS®; W, week.
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Figure 4 Comparison of the SpiderMass and LC-MS metabolomic analyses. Data shown are

the calculated fold change values for 16 of the 21 metabolites/lipids analysed and identified as being
significantly modulated (Fold Change (FC) > 1.5) in both the liquid chromatography coupled with
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and SpiderMass analyses according to the results of Genies et
al. _). DG, diglyceride; FA, Fatty acids; FC, fold change; FCas, Fold Change Absolu

MG, monoglyceride.
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Figure 5 SpiderMass/ITS1 Integration Analysis. (a) Fungi—-molecule circle correlation plot.

The DIABLO analysis included metagenomic and lipidomic datasets obtained from the 42 SD subjects
at WO (before application of study product) and W2 (after 2 weeks of study shampoo application)
(Supplementary information S2). Triangles represent fungi and colored dots represent identified
molecules contributing to the construction of the components while the grey dots represent the
unidentified molecules from this study. Dots in close proximity to each other, as well as close to the
external circular boundries and of the value 0 of component 2, indicate co-variance of the molecules
and fungi. (b) Positioning of sample in the fungal (left) and lipid (right) subspaces according to
components 1 and 2. DIABLO, Data Integration Analysis for Biomarker discovery using Latent

cOmponents; SD, Seborrheic dermatitis; W, Week.
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Figure 6 Schematic model illustrating the role of Malassezia in seborrheic dermatitis and

the effects of the anti-SD shampoo. Lipases secreted by Malassezia break down scalp sebum lipids,
mainly glycerolipids (mono-, di- and triglycerides), into saturated free fatty acids (SFFA) and
unsaturated free fatty acids (UFFA). SFFA are consumed by Malassezia as a carbon source, whereas
UFFA accumulate on the stratum corneum. This accumulation leads to dysregulation and erythema of
the stratum corneum. KelualDS shampoo, which contains ciclopiroxolamine and piroctone olamine,

reduces the amount of Malassezia present on the scalp and consequently the release of irritating UFFA.



11.11  Annexe 11 : Criteres d’éligibilité de RetinoSpider

CRITERES D’INCLUSION

Peuvent étre inclus les sujets présentant I’'ensemble des critéres suivants :

Criteres relatifs a la population :

e Femme agée de 40 a 65 ans inclus

Sujet ayant donné son consentement écrit a sa participation a I'étude

Sujet affilié a un régime de sécurité sociale ou bénéficiaire d’un tel régime

Sujet présentant un phototype |, II, Ill ou IV selon la classification de Fitzpatrick

Pour les femmes susceptibles de procréer :

- Utilisation d’une méthode de contraception évaluée comme efficace par le/la
technicien.ne de I'étude depuis au moins 1 mois précédant la visite d’inclusion

- Acceptant de la poursuivre pendant toute la durée de I'étude

Critéres relatifs aux pathologies / affections cutanées :

e Sujet ne souffrant d’aucune dermatose sur le visage (hormis des signes de aging et
photoaging)

CRITERES DE NON-INCLUSION

Les sujets présentant au moins un des critéres suivants ne sont pas inclus :

Criteres relatifs a la population :

e Pour les femmes susceptibles de procréer : grossesse ou allaitement.

e Sujet dans I'incapacité linguistique ou psychique de comprendre I'information donnée et de
signer le consentement éclairé.

e Sujet privé de liberté par décision judiciaire ou administrative, sous tutelle ou sous curatelle

e Sujet qui, selon I'avis du/de la technicien.ne de recherche clinique, est dans I'incapacité de se
conformer aux exigences du protocole

e Sujet participant et/ou ayant participé dans les semaines ou mois précédents ou prévoyant
une participation a un autre essai clinique susceptible d’interférer avec I’étude, selon I'avis
du/de la technicien.ne de recherche clinique

e Sujet susceptible de représenter un conflit d'intéréts avec un membre de la famille de toute
personne impliquée dans la conduite de I'étude (secrétaire, infirmiére, technicien, ...) du site
investigateur

e Sujet ayant subi une exposition aux UVs artificiels, ou une exposition intense ou prolongée
aux UVs naturels au niveau du visage dans les 4 semaines précédant la visite d’inclusion ou
prévoyant de I'étre pendant I'étude

Critéres relatifs aux pathologies / affections cutanées :

e Sujet présentant un érytheme solaire sur le visage.

e Sujet présentant un tatouage ou une cicatrice ou tout autre signe dermatologique sur le visage
susceptible d’interférer avec I'étude selon I’avis de I'investigateur.

e Sujet présentant tout type de complication sur le visage (du type excoriation, infection
bactérienne primaire, virale, fongique ou parasitaire, etc.) selon I'avis de I'investigateur.

e Sujet ayant eu une intervention chirurgicale sur le visage, dans les semaines ou les mois
précédant susceptible d’interférer avec I’étude selon I'avis de I'investigateur



Critéres relatifs aux traitement et/ou aux produits :

Photothérapie effectuée dans les 4 semaines précédant la visite d’inclusion ou prévu pendant
I’étude ;

Sujet présentant des antécédents connus d’allergie ou d’intolérance a I'un des produits
utilisés pour la recherche ;

Traitement topique au niveau du visage ou oral instauré ou modifié au cours des semaines précédant la
visite d'inclusion ou prévu d'étre établi ou modifié pendant I'étude, susceptible d'interférer avec I'étude,
selon l'avis du/de la technicien.ne de recherche clinique ;

Application d’un traitement topique sur le visage contenant de |'acide rétinoique ou dérivés
dans les 4 semaines précédant la visite d’inclusion ou prévu pendant I'étude ;

Prise d’un traitement de rétinoides oraux durant les 3 mois précédant le jour de I'inclusion ou
prévu durant I'étude ;

Tout traitement et/ou produit topique appliqué sur le visage aprés la derniére toilette la veille
au soir avant la visite d’inclusion ;

Eau appliquée sur le visage dans les 8h précédant la visite ;

Tout produits coiffants pouvant interférer avec I'étude (tels que laque, démélant, masque,
shampoing sec, ...) aprés la veille au matin de la visite ;Erreur ! Nom de propriété de
document inconnu.Erreur ! Nom de propriété de document inconnu.



11.12  Annexe 12 : Assignations RetinoSpider

Liste des molécules significativement modulées (FC.ps > 1,4) et identifiées par fragmentation (niveau 1 ou 2) dans I’étude RetinoSpider, comparant le
groupe ayant appliqué quotidiennement un produit contenant du RAL au groupe témoin utilisant uniquement la base excipiente, apres 8 semaines de
traitement. [FA] : Fatty Acyls ; [GL] : Glycerolipids ; [SP] : Sphingolipids ; [ST] : Sterol Lipids ; [OA] : Organic acids and derivatives ; [OC] : Organoheterocyclic
compounds ; [O0] : Organic oxygen compounds.

Catégories Classes Principales Sous-Classes Assignation Roliies RAL Vs CTL
brute FC  p-value
Fatty Acids and Conjugates [FAO1] Hydroxy fatty acids [FA0105] FA 10:5;0 C10H1003 3.58 0.036
WE 28:0 : WE(14:0/14:0) ; WE(12:0/16:0) C28H5602 1.49 0.035
WE 40:3 : WE(24:2/16:1) C40H7402 -1.48 0.021
WE 40:4 : WE(24:3/16:1) ; WE(16:3/24:1) C40H7202 -1.44 0.034
WE 41:1 : WE(24:0/16:1) C41H8002 -1.40 0.021
1 Fatty esters [FAQ7] Wax monoesters [FA0701] WE 41:2 : WE(23:1/18:1) C41H7802 -1.41  0.024
WE 41:3 : WE(25:2/16:1) C41H7602 -1.47 0.022
WE 42:2 : WE(24:1/18:1) ; WE(24:0/18:2) WE(26:1/16:1) C42H8002 -1.51 0.019
WE 42:3 : WE(24:2/18:1) ; WE(22:0/20:3) ; WE(24:1/18:2) WE(24:0/18:3) C42H7802 -1.56  0.017
WE 43:2 : WE(27:1/16:1) C43H8202 -1.41 0.027
T T Monoacylglycerols MG 14:0 C17H3404  -1.41  0.023
[GLO101] MG 16:1 C19H3604 -1.49  0.016
DG 38:4 : DG(18:2_20:2) ; DG(16:2_22:2) C41H7205 -1.49 0.021
DG 39:1: DG(15:1_24:0) ; DG(18:1_21:0) C42H8005 -1.40  0.045
DG 40:0 : DG(16:0_24:0) ; DG(18:0_22:0) C43H8405 -1.43 0.031
[GL] DG 40:1 : DG(16:1_24:0) ; DG(18:1_22:0) ; DG(15:1_25:0) C43H8205 -1.46  0.031
Diradylglycerols [GLO2] Diacylglycerols [GL0201] DG 41:1: DG(16:1_25:0) ; DG(18:1_23_0) ; DG(17:1_24:0) ; DG(19:1_26:0) CA4H8405 141  0.042
Bgéi::(())_:ZDfZé;G:O_ZG:O) ; DG(18:0_24:0) ; DG(19:0_23:0) ; DG(17:0_25:0) ; CASHE8O5 142 0034
DG 42:1 : DG(18:1_24:0) C45H8605 -1.46  0.034
DG 44:1:DG(21:1_23:0) C47H9005 -1.42 0.034




. . . . . Formule RAL vs CTL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Familles Assignation

brute FC  p-value
TG 48:0 : TG(16:0_16:0_16:0) C51H9806 -1.46 0.046
TG 48:1:TG(16:0_16:0_16:1) ; TG(14:0_16:0_18:1) C51H9606 -1.44 0.044
TG 48:2 : TG(16:0_16:1_16:1) ; TG(14:0_16:1_18:1) C51H9406  -1.46  0.034
TG 48:3:TG(16:1_16:1_16:1) C51H9206 -1.40 0.043
TG 49:0 : TG(16:0_16:0_17:0) ; TG(15:0_17:0_17:0) C52H10006  -1.47  0.042
TG 49:1:TG(16:0_16:0_17:1) ; TG(16:0_16:1_17:0) ; TG(15:0_16:0_18:1) ;
To(154 160 1601, 16140 161 150), 16140 160 1941,
TG(15:0_17:0_17:1) ; TG(15:1_17:0_17:0) ; TG(14 :0_15:1_20:1)
TG 49:2 : TG(15:0_16:1_18:1) ; TG(15:0_17:1 17:1) C52H9606  -1.45  0.039
TG 49:3:TG(16:1_16:1_17:1) C52H9406 -1.41 0.041

TG 50:0 : TG(16:0_16:0_18:0) ; TG(15:0_17:0_18:0) ; TG(15:0_16:0_19:0) ;

TG(15:0_15:0_20:0) C53H10206 -1.40  0.045

[GL] Triradylglycerols [GLO3] Triacylglycerols [GLO301] TG 50:2 : TG(16:0_16:1_18:1) ; TG(16:0_16:1_18:2) C53H9806  -1.45  0.028
TG 50:3 : TG(16:1_16:1_18:1) ; TG(16:0_16:1_18:2) C53H9606  -1.44  0.027
TG 50:4 : TG(16:1_16:1_18:2) ; TG(16:0_16:1_18:3) C53H9406  -1.40  0.039

TG 51:0 : TG(14:0_17:0_20:0) ; TG(14:0_18:0_19:0) ; TG(15:0_17:0_19:0) ;
TG(15:0_18:0_18:0)

TG 51:1:TG(16:0_17:0_18:1) C54H10006  -1.46  0.036
TG 51:2 : TG(15:0_18:1_18:1) ; TG(16:0_17:1_18:1) ; TG(16:1_17:0_18:1) ;

C54H10206 -1.46  0.038

-1. !
TG(17:0_17:1_17°1) C54H9806 44 0.038
TG 51:3:TG(15:0_18:1_18:2) ; TG(16:1_17:1_18:1) C54H9606 -1.45  0.034
TG 51:4 C54H9406 -1.41  0.045

TG 53:3:TG(17:0_18:1_18:2) ; TG(17:0_17:1_19:2) ; TG(16:1_18:2_19:0) ;

142 0.
TG(15:0_19:1_19:2) ; TG(14:0_19:0_20:3) C56H10206 42 0.043

TG 58:1 C61H11606 -1.44  0.036
TG 60:1 C63H12006 -1.43  0.043
sl el [s] SPB 18:1;02 (Sphingosine) C18H37NO2  1.46  0.044

[SP] Sphingoid bases [SPO1] (Sphingosines) [SP0101]

Sphinganines [SP0102] [DS] SPB 18:0;02 (Dihydrosphingosine) C18H39N02 1.41 0.038




A . . . . F | RAL vs CTL
Catégories Classes Principales Sous-Classes Familles Assignation ormuie
brute FC  p-value
SPB 21:0;02 C21H45N02 1.50 0.018
[DS] SPB 22:0;02 C22H47N0O2 1.82 0.021
- Sphingoid base homologs .
Sphingoid bases [SP01] and variants [SP0104] SPB 23:0;02 C23H49N02 1.44 0.047
[H] SPB 18:1;03 (6-hydroxysphingosine) C18H37NO3 1.40 0.043
[P] SPB 20:0;03 C20H43NO3 1.49 0.042
N-acylsphingosines [NS] Cer 41:1;02 : Cer(17:1;02/24:0) ; Cer(18:1;02/23:0) C41H8INO3  -1.43  0.019
[SP] (ceramides) [SP0201] [AS] Cer 34:1;03 : Cer(18:1;02/16:0;0) C34H67NO4  1.51  0.007
N-acylsphinganines (NDS] Cer 44:0;02 : Cer(20:0;02/24:0) C44H89NO3 1.40 0.034
(dihydroceramides) Cer 46:0;02 : Cer(22:0;02/24:0) C4A6H93NO3 1.41 0.035
Ceramides [SP02] [SP0202]
[ADS] Cer 48:0;03 : Cer(22:0;03/26:0) C48H97NO4 1.48 0.034
N-acyl-4- [NP] Cer 46:0;03 : Cer(22:0;03/24:0) ; Cer(20:0;03/26:0) C46H93NO4  1.48  0.042
hydroxysphinganines Cer 44:0;04 : Cer(18:0;03/26:0;0) C44H89NO5 1.42 0.037
(phytoceramides) [SP0203] [AP]
Cer 46:0;04 : Cer(22:0;03/24:0;0) ; Cer(20:0;03/26:0;0) CA6H93NO5 1.45 0.032
Cholesterol and derivatives [ST0101] ST 30:2;02 : 32-hydroxylanosterol C30H5002 1.41 0.004
Sterols [STO1]
(ST] Steryl esters [ST0102] CE 17:0 C44H7802 -1.40 0.016
ST
Vitamin D3 and derivatives 25-hydroxyvitamin D3 (Calcidiol) C27H4402 1.54  0.025
Secosteroids [ST03]
[ST0302] Tachysterol3 (Prévitamine D3) C27H440 1.41  0.034
L-alpha-amino acids Glutamine C5H10N203 1.54 0.034
Proline and derivatives Proline C5HINO?2 141 0.047
i i i Gly-Pro C7H12N203 1.53 0.034
[OA] Carboxylic acids and derivatives AT 6 6 [P 8, 2
analogues His-Pro C11H16N403 1.55 0.032
Dipeptides
Val-Pro C10H18N203 1.48 0.004
Val-Ser C8H16N204 1.47 0.016
Adrenochrome o-semiquinone C8H604 2.15 0.047
[OC] Indoles and derivatives Indoles Indoleacrylic acid C11H9NO2 1.41 0.032
Indolyl carboxylic acids and derivatives Indolelactic acid C9H10NO3 1.47 0.045
[00] Organooxygen compounds Carbonyl compounds P-benzoquinones Benzoquinoneacetic acid C8H604 2.34 0.047




NB

Mise en suspension
d’une pastille de
bactéries lyophilisées

Milieu diluant Ph
Eur 3 37°C

11.13 Annexe 13 : Protocole de mise en culture des bactéries cutanées :
C. acnes, S. aureus et S. epidermidis

Mise en suspension de 1 pastille de bactéries dans 9ml de diluant Ph Eur (Ref. AX011144 VWR)
préalablement chauffé a 37°C. Attendre jusqu’a solubilisation compléte de la pastille soit environ
30min a 37°C sous agitation.

Ensemencer par étalement a |'aide d’une cese de 10uL sur géloses :
- Trypticase soja (Ref. 43011 BioMérieux) pour S. epidermidis et S. aureus
- Columbia au sang (Ref. 43041 BioMérieux) pour C. acnes

Apres étalement sur géloses :
- Incubation a 35°C pendant 24h pour S. aqureus
- Incubation a 35°C d’au moins 48h-72h pour S. epidermidis.
- Incubation a 35°C pendant 72h pour C. acnes en anaérobiose grace a un sachet GenBag
(Ref.45534 BioMérieux) avec générateur d'anaérobiose.

: mettre les géloses couvercles vers le bas dans I'incubateur.

Etaler sur un papier a cigarettes plusieurs colonies de maniére a obtenir un dépot d’environ 1cm?

Dépodt et
ensemencement par Prélévement de plusieurs colonies et dépdts Analyse SpiderMass des
étalement de 10ul de ces colonies sur papier a cigarette papiers a cigarette

Géloses : 24h pour S. aureus
- Trypticase soja pour S. aureus et 48h a 72h pour S. epidermidis
pour S. epidermidis 72h pour C. acnes en anaérobiose

- Columbia au sang pour C. acnes

Figure 56 : Protocole de mise en culture et d'analyse des souches de bactérie lyophilisée au SpiderMass
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Résumé

La peau est I'organe le plus étendu du corps humain et constitue une interface essentielle entre
notre organisme et I'environnement. Elle joue un réle clé dans la protection contre les agressions
extérieures, la régulation thermique, I'immunité et les fonctions sensorielles. Son équilibre fragile
dépend de nombreux facteurs, tels que I’hydratation, I'alimentation, le microbiote cutané et
I’exposition au soleil. Lorsqu’il est perturbé, un état inflammatoire peut s’installer, régulierement
activé lors de dermatoses chroniques courantes comme I|'acné, la dermatite atopique ou
séborrhéique, le psoriasis et la rosacée.

Ces pathologies résultent d’interactions complexes entre le microbiote cutané, le systeme
immunitaire et la physiologie de la peau. Les lipides, constituants majeurs de la peau, jouent un réle
fondamental dans ’lhoméostasie cutanée et I'immunité, et les métabolites, essentiels a I’hydratation
de la peau et aux interactions avec le microbiote, sont au cceur de cet équilibre. Leur analyse en
métabolomique, a connu un essor considérable ces dernieres années, notamment grace a la
spectrométrie de masse. En effet cette technologie, offre I'accés a des analyses non ciblées avec une
sensibilité, une polyvalence et une reproductibilité élevées. Cependant, les méthodes
conventionnelles, qu’elles soient basées sur un couplage LC-MS/MS ou sur les approches shot-gun
nécessitent une préparation d’échantillon chronophages. Cette préparation d’échantillon peut induire
une modification des lipides, telles que des oxydations, pouvant altérer les résultats. Par ailleurs, les
analyses ex-vivo ne permettent pas de réaliser facilement des analyses et un suivi dans le temps. Il est
donc essentiel de développer des approches in vivo permettant une analyse en temps réel et non
invasive des lipides et métabolites cutanés.

La technologie SpiderMass, développé par le laboratoire PRISM depuis plus de dix ans, est une
technologie innovante utilisant une source ambiante basée sur une désorption/ionisation laser dans
le moyen IR par excitation résonnante des molécules d’eau des tissus, mini-invasive et permettant
analyses en temps-réel. Tout d’abord développé pour I'analyse peropératoire in vivo, dans le cadre de
la chirurgie des cancers, et en particulier la définition des marges d’exérese, la technologie SpiderMass
s’est révélée étre un véritable atout pour I'analyse de la peau en temps réel, de maniére non invasive.
Une these précédente a permis d’adapter cette technologie aux applications dermo-cosmétiques.

Mon projet porte sur I'évaluation de I'efficacité du SpiderMass dans ce méme domaine, et plus
particulierement sur I'étude des pathologies de I'épiderme. Pour cela, je me suis tout d’abord
intéressée, a la caractérisation des profils moléculaires observables par SpiderMass en analysant les
peaux atteintes des dermatoses inflammatoires chroniques les plus courantes afin d’identifier des
biomarqueurs spécifiques. Par la suite, I'évolution de ces profils et des biomarqueurs a été étudiée
apres un traitement topique de la dermatite séborrhéique. L'application du SpiderMass dans plusieurs
études cliniques, menées au Centre clinique Pierre Fabre Dermo-Cosmétique, a mis en évidence des
différences significatives entre peau saine et pathologique, ainsi que des évolutions notables au cours
des traitements. Enfin, une étude clinique sur des volontaires sains appliquant quotidiennement une
creme aux rétinoides cosmétiques pendant huit semaines a révélé des modifications moléculaires
significatives par rapport au groupe témoin utilisant un placebo.

Les résultats de cette thése démontrent le potentiel du SpiderMass pour I'étude de la
physiopathologie cutanée et de son évolution, ainsi que pour l'identification de biomarqueurs
d’intérét. De plus, Cette technologie ouvre de nouvelles perspectives pour I’évaluation de I'efficacité
des produits dermo-cosmétiques, notamment dans le cadre du vieillissement cutané et des maladies
inflammatoires chroniques.



