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** Réle majeur : barriere de protection

** Structure multi-couches : hypoderme, derme et épiderme Stratum corneum

< Epiderme :
- Couche basale
- Couche spineuse

- Couche granuleuse
- Couche cornée

L Stratum Corneum

V. Thakoersing (2012), A. Laplante (2002)
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Le Stratum corneum

Lipides cutanés :

e Acidegras :10-12%
Cholestérol : 20-27%
e Céramides : 40 -50%

- . Briques et Mortier

*Briques: kératinocytes

*Mortier: ciment lipidique
o Produit par les kératinocytes
o Excreté par les glandes sébaccées

Role de barriere contre la déshydratation et les agressions externes
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M.R. Prausnitz et al. (2012), N.A. Monteiro-Riviere et al. (2001)



Les Céramides
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+» Extraction des lipides cutanés

* [solation du stratum corneum : via l'action de la trypsine

* Extraction des lipides cutanés : extraction solide-liquide

- broyage au Potter-Elvehjem
- 2 solvants : chloroforme / méthanol
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Methode HPTLC/UV

_ Gradient optimisé

OPLimISE |\ her® Optimjsation du gradient :

7 de |a polarité en début de gradient
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e Changement de la phase stationnaire:

B Ethanol B Chloroforme B Ace
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Farwanah et al (2002)



**» Optimisation de la séparation des céramides :
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Plaque Automated Automated Multiple  Chromatogram

TLC Plate Heater i i
Lichrospher® TLC Sampler 4 Development2  Immersion Device lll TLC Visualizer TLC Scanner

Plaque Dépot
Bandes - 11 ctapes Cus04 20 min Qualitative
de 6mm -20290 mm 3150° C

-3 solvants : Quantitative : A=540nm

Chloroforme + Acétone
+ Méthanol/Eau/Acide acétique (97/3/1)
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Cer EOdS
Crr 1 FOIS

Cer 10 Md> et Cer 2 W3

Cer O et Ods
Cer 9 EOP

Cer 3MP

Cer S AL Cer Ad= et Cer 4 EOH
Cer 5 A%
Cer & MH

Cer & AP et Cer OP
Cer T AH

Cer OH

Identification par HPTLC/MS

Bande sur

Longueur de

plaque HPTLC Céramide Désignation chaine
. . ':312 a ng sauf
Bande Cer OH w-hydroxyacyl-8-hydroxysphingosine Coset Cog
Bande 1 Cer 7 AH a-OH-acyl-6-0OH-sphingosine Crad 531 sauf
26
. . Cig 2 Cag sauf
Cer B AP a-OH-acyl-phytosphingosine
Bande 2 yrpnyiosphing Ca
Cer OF w-hydroxyacyl- phytosphingosine -
Bande 3 Cer 8 NH Mon-hydr oey-acyl-B-OH-sphingosine Cia égzg sauf
20
. . Caq 3 Cag sauf
Bande 4 Cer 8 AS o-COH-acyl-sphingosine Cus Bt Cos
Cer 5 AS a-0OH-acyl-sphingosine Czéa (;igcsauf
6 i
EBlREE Cer AdS o-OH-acyl-dihydrosphingosine Cara Cag
Cerd EOH Ester-w-hydroxyacyl- OH-sphingosine -
Bande & Cer d MNP MNon-hydrosey-acyl-phytosphingosine Cisa Cag
Bande 7 Cer 8 EOP | Ester-w-hydroxyacyl-phytosphingosine Cag @ Cag
Cer 05 w-hydraxyacyl-sphingasine CE(‘:?E Ef&?m
Bande &
Cer Ods w-hydrozyacyl-dihydrosphingosine Cis @ Cag
. , Caz A Cyp saUf
Cer 2 M5 Mon-hydrosxy-acyl-sphingosine
Bande Yo ey R Cia
Cer Nds Mon-hydroxy-dityydrosphingosine T3 Ty
Bande 10 Cer 1 EQS Ester-w-hydroxyacyl-sphingosine Cag A Cag

Jamin et al, 2019 European Journal of Mass spectrometry. Identification of lipids of the stratum corneum by high performance thin layer
chromatography and mass spectrometry
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Quantification de méthode

Nom du Quantité Pourcentage par
céramide retrouvée rapport a la masse SC
(ng)
Cer OH 593.67 0.119 %
Cer 7 AH 492.66 0.099 %
Cer 6 AP <LOD < 0.003%
Cer 8 NH 1081.61 0.216 %
Cer AdS 218.91 0.044 %
Cer5AS <LOD < 0.003%
Cer 3NP 1247.31 0.250 %
Cer 9 EOP <LOD < 0.003%
Cer OS et Ods 386.27 0.077 %
Cer 2 NS et Nds 676.28 0.135%
Cer 1 EOS <LOD < 0.003 %
Cer EOdS 578.71 0.116 %
Total 5275.42 0.528 %
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Application de la méthode

Peau inflammatoire
rdl




Application de la méthode
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Controéle vs Stress| Stress vs Dermalibour 100
Cer AS 14,00 * -18,17 ok
Cer NdS et NS| 34,49 * -26,15 * 0
Cer AS Cer NdS et NS
Ceramides recovery in stratum corneum of the reconstructed epidermis
(Mean £ SEM, n=9, NS not significant, * pvalue< 0.05, ** pvalue<0.01)
Méthode qui nous a permis de doser les taux de céramides dans différents modeles
cutanés et valoriser des produits dermo-cosmetiques
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Jacques et al, 2022 Experimental Dermatology, Barrier disruption and inflammatory skin models to ... Under review
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