D.U. de cicatrisation des plaies, brlures et nécroses

La cicatrisation normale : mécanismes physiologiques
et modéles expérimentaux

Franck Verrecchia
INSERM U957, Faculté de Médecine, Nantes

1ére Partie Les acteurs cellulaires de la cicatrisation

1) les kératinocytes = 85% des cellules de I'épiderme, % en 4 couches

Couche basale:
- rangée unique de cellules cylindriques
- renouvellement de I'épiderme par mitose des cellules

1ére Partie Les acteurs cellulaires de la cicatrisation

2) les fibroblastes = cellules résidentes du derme

Coupe de peau, marquage au rouge sirius

Sécrétion de la majorité des composants de la MEC (collagénes,
I'élastine, les glycoprotéines de structure.....)

1ére Partie Les acteurs cellulaires de la cicatrisation

2) les fibroblastes = synthése des collagenes
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1¢re Partie Les acteurs cellulaires de la cicatrisation

Régulation transcriptionnelle (exemple des collagénes fibrillaires)
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1ére Partie Les acteurs cellulaires de la cicatrisation

3) les cellules inflammatoires

a) les mastocytes

b) les neutrophiles
b) les macrophages
c) les lymphocytes

4) les cellules endothéliales




IT) 2éme partie: Les étapes de la réparation cutanée

IT) 2éme partie: Les étapes de la réparation cutanée

Définition :
Toute ésion tissulaire, qu'elle soit son origine provoque une cascade de
réponses qui conduit a la formation d'un fissu de réparation et a la
cicatrisation de la blessure. Les processus de réparation tissulaire
suivent une cinétique spécifique qui permet de distinguer 3 phases
successives:

1) Phase initiale vasculaire et inflammatoire
2) Phase de réparation tissulaire
3) Phase de maturation

1) Phase initiale vasculaire et inflammatoire : Etape
vasculaire ( formation du caillot)
- Hémorragie
- Contact entre le sang ef les tissus sous-jacents
- Activation de la thrombine = transformation du fibrinogéne en fibrine
= caillot fibrino-plaquettaire

Figure 1. At the initial time of tissue disruption, platelets
release coagulation factors and growth factors to initiate the
hzailng process. (Reprinted with permission from Schwartz S,
et al, editors. Principles of suj 6th ed. New York: McGraw-
Hill, 1993: ch 8) fsugers o
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IT) 2&me partie: Les étapes de la réparation cutanée

La formation du caillot (suite)

Le réle du caillot est triple :

i) assurer la protection des tissus mis & nu
Y Amimadidiisim tims oot kil an oy
i) constituer une « matrice extr
migration des cellules endothéliale
inflammatoire et des fibroblastes
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iii) servir de réservoir de cytokines et de facteurs de croissance
libérés par la dégranulation des plaquettes activées.

La phase inflammatoire

Différents types cellulaires sont impliqués dans la phase inflammatoire
de la réparation tissulaire.

a) les mastocytes :
+ sécrétion de facteurs stimulants
+ agissent d tous les stades, jusqu'a compléte restitution du tissu
lésé

IT) 2&me partie: Les étapes de la réparation cutanée

IT) 2&me partie: Les étapes de la réparation cutanée

b) les polynucléaires neutrophiles :
«la phagocytose et I'élimination des débris cellulaires et tissulaires
ela fin de linfiltration des neutrophiles marque la fin de la phase
inflammatoire précoce de la cicatrisation

Diapedesis

Figure 2. Within the first day of tissue injury, neutrophils
attach to surrounding vessel walls (margination) and then move
through the vessel walls (diapedesis) to migrate (chemotaxis) to
the wound site. (Reprinted with permission from Schwartz SI, et
al, editors, Principles of surgery. 6th ed. New York: McGraw-
Hill, 1993: ch 8)

c) les macrophages :

estimulation de la phagocytose des débris tissulaires

production de nombreux médiateurs solubles capables de moduler la réponse
inflammatoire

Figure 3. The fibroplasia phase is characterized by movement
of wound macrophages into the site of injury, which in turn
attract fibroblasts. The fibroblasts then repair the site by
producing new connective tissue matrix. (Reprinted with
permission from Schwartz SI, et al, editors. Principles of surgery.

6in ed. New York: McGraw-Hiii, 1953: ci 8.
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IT) 2éme partie: Les étapes de la réparation cutanée

IT) 2éme partie: Les étapes de la réparation cutanée

d) les lymphocytes apparaissent plus tardivement dans la plaie, ils ne
sont pas essentiels a l'initiation de la cicatrisation, qui peut se faire en
leur absence, mais sont nécessaires a l'obtention d'une réparation
normale. Les lymphocytes T recrutent et activent les fibroblastes

responsables de la synthése de collagénes.

2) La phase de réparation

a) la réparation épidermique

» reconstitution d'un épithélium pluristratifié, recouvrant la plaie et
ayant retrouvé sa fonction de barriére, son caractére pigmenté
mais aussi ses fonctions sensorielles et immunitaires

+ implique ainsi différentes étapes.
i) la migration cellulaire
i) la prolifération
1ii) la maturation

IT) 2&me partie: Les étapes de la réparation cutanée

la migration cellulaire.
e événement précoce (dés la 6éme heure aprés l'induction de la blessure)
*  migration des les kératinocytes des berges de la plaie vers le centre

la prolifération

«  événement plus tardif (aprés 48 a 72 heures)

«  sous l'influence de nombreux facteurs (FGF, KGF, IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a,
TGF-B...

la maturation
«  simultané avec la fermeture de la plaie
+  correspond a une reprise de la fonction et de la morphologie normale des
kératinocytes.

IT) 2&me partie: Les étapes de la réparation cutanée

b) la réparation de la jonction dermo-épidermique

«le contrdle de nombreux facteurs de croissance et cytokines tels le
TGF-B, le TNF-o et I'TL-1

scommence par les bords de la plaie et progresse vers le centre fixant
I'épiderme au derme sous-jacent.

¢) la réparation dermigue : formation du tissu de granulation

eenviron quatre jours aprés la survenue de la blessure

esa formation repose sur les fibroblastes qui vont produire un tissu
conjonctif lache, et sur la formation de nouveaux vaisseaux sanguins
(angiogénese) qui apportent 'oxygéne et les nutriments permettant de
soutenir le métabolisme cellulaire.

IT) 2&me partie: Les étapes de la réparation cutanée

b) Le remodelage tissulaire

= passage du caillot de fibrine a une matrice extracellulaire immature
principalement constituée de fibronectine et d'acide hyaluronique puis & un
tissu riche en collagéne, de type III dans un premier temps puis de type I, et
en protéoglycannes

Figure 4. The remodeling phase is characterized by an
equilibrium between collagen synthesis and collagen degradation
in an effort to reestablish the connective tissue matrix that was
destroyed by the tissue injury. Reprinted with permission from
Schwartz 81, et al, editors. Principles of surgery. 6th ed. New
York: McGraw-Hill, 1993: ch 8)

3éme partie : Modéles expérimentaux

Modéles in vitro
*Modéle mococouche
*Modéles tridimensionnels : lattices de collagéne

Modéles animaux
*Modeéles de plaies expérimentales
*Modéle incisionnel
*Modéle excisionnel




3éme partie : Modéles expérimentaux

Modele mococouche (Moscona, 1952)
Les czllules: kératinocytes ou fibroblastes

-) Celllles normales c.a.d. A nombre de repiquages limité
-) Obtention
-) A partir d'un prélévement tissulaire : avec ou sans dissociation
-) Dissociation des liaisons fortes entre cellules
Mécanique : broyage...
Enzymatique essentiellement
-) Mise em culliure : culture primaire

-) Repiquage ou « passage » : culture secondair
Al -

3éme partie : Modéles expérimentaux

Les miliewe de culture

Conditions cellulaires minimales

eau

ions minéraux (osmolarité physiologique)

source de carbone et d'énergie

source d'azote : acides aminés

source d'acides gras

pH constant 7,4

Compléments & ajouter
élanges d'antibiotiques
lutamine
Sérum de veau feetal apportant Facteurs de croissance cellulaire

3éme partie : Modéles expérimentaux

Exemple d'étude sur des cellules en monocouche
(Technique de Biologie Moléculaire)

Etude des mécanismes d'action du TGF-B sur la production des
composants de la matrice extracellulaire

1) Identification de génes cibles directes de Smad3 en réponse au TGF-p
(cDNA micro-arrays)

2) INK, cible thérapeutique dans les traitements anti-fibrosants ?

La superfamille du TGF-B

-) Facteurs de croissance qui interviennent au cours de hombreux
processus :
-) physiologiques
- Développement embryonnaire
- Contréle du systéme immunitaire
- Prolifération cellulaire
- Cicatrisation
-) pathologiques
- Cancer
- Fibrose

-) Plus de 30 membres dans le régne animal

-) Les plus étudiés
-) TGF-Bs, Bone Morphogenic Proteins, Activins

Développement des processus fibrotiques

Stimulus
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Identification of novel ECM-related TGF-B/Smad3 gene
targets in cultured dermal fibroblasts

Strategy

1) Differential hybridization of cDNA
microarrays to identify early-induced

genes

2) Functional analysis of the promoters for some of the genes identified

in(1)

criteria:

+ fransactivation by TGF-f and Smad3
+ inhibition of TGF-B-induced transactivation by Smad3AMH2 and by

Smad7

- Absence of TGF-B-induced transactivation in Smad3 fibroblasts

cDNA ARRAYS: principle
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Early-induced genes, classified in clusters according to their induction kinetics

cluster 1

cell matrix interaction
integrin alpha-3
plasminogen activator inhibitor-1
tPA

nidogen

Sparc precursor

laminin 37 kDa receptor

IGFBP3

HSPG/perlecan

versican (isoform, V1, V2, V3)
emmprin

disintegrin precursor

cell-cell interaction

CD44

notch2

beta catenin hTcf-4
tyrosine-protein kinase EPH3
cytoplasmic regulators

kinase A

cluster 2

cell matrix interaction
collagen type I pro-alpha-2
collagen type III pro-alpha-1
collagen type VI alpha-1
collagen type VI alpha-3
fibronectin

decorin

leukocyte adhesion prot)
MMP-3; stromelysin-1
MMP-14 (MT1-MMP)
MMP-16 (MT3-MMP)
TIMP-1

TIMP-3

LRP-1 precursor

cell-cell interaction

CD82 antigen

ICAM-1

cadherin-6

rhoB
pak-alpha
P37NB

pr dherin 43
desmoplakin IIT
dishevelled homolog (DVL)
Wnt-13

cytoplasmic regulators
cytohesin-1

MacMarcks

rho GDP-dissociation inhibitor 1
rhoC & rho 6

cluster 3

cell matrix interaction
LAM3AH

insulin-like GF binding protein 2
IGFBP5

integrin beta-5

MMP-19

insulin-like growth factor II receptor
cell-cell interaction

CD59

APC

cytoplasmic regulators

c-myc

paxillin

ras-like protein TC10

Rho8 protein

RhoA

zyxin + zyxin-2

La réponse au TGF-B est abolie dans des MEFs Smad3-
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Conclusions

This combined cDNA array/promoter transactivation approach allowed:

+ the identification of 59 ECM-related genes rapidly induced by

TGF-B

* the characterisation of 6 novel Smad3 targets:

COL1A1, COL3A1, COL5A2, COL6A1, COL6A3 et TIMP-1

Skin fibrillar collagen genes are all Smad3

targets:

COL1A1, COL1A2, COL3A1, COL5A2

JINK, cible thérapeutique dans les
traitements
anti-fibrosants ?

Chéloides : Généralement
déclenché par un processus de
cicatrisation cutanée ou
d'inflammation dermique
folliculaire

Time (min)
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Inhibition de la voie de signalisation de TGF-B/Smad par les

cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL1-B)

TNF-o et IL-1B

Cytokines cataboliques = /dégradation des composants de I'ECM

Cytokine anabolique = /synthése des composants de I'ECM

Inhibition de la voie de TGF-fi/Smad par les cytokines pro-inflammatoires (TNF-a,

Voies de signalisation du TNF-o TNF-o
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Régulation de COL1A2 par le TNF-a
Objectifs

Valider notre modéle dans le contexte de la régulation de I'expression
du collagene de type I, largement impliqué dans le développement des
processus fibrotiques

NF-«B est requis pour l'inhibition par le TNF-a de 'expression basal du

collagéne de type I

1 2 3 4 5 6
coLe?| Qoo o M |

GAPDHr-_-'-_-_H!
NFo = * =+~

wi. INK- NEMOT
1 2 3 4 5 &

anti-COL1 :;_: . ,::

anti-p-actin M

TNF-a = + - + - +

Réle distinct de JNK et NFKB dans la régulation de /expression de COLIAZ par le TNF-a

COL1A2 gene expression

3éme partie : Modéles expérimentaux

-Modéles in vitro

*Modeéle fridimentionnels lattices de collagéne
(Lattices de collagénes a retraction libre ou sous contrainte)

Rétraction libre

- la diminution du volume de I'ensemble cellules-collagéne se fait
librement

- le mécanisme de la rétraction consiste en un rassemblement et
un réarrangement du collagéne par les fibroblastes

Rétraction sous contrainte
- rétraction inhibée mécaniquement
- par une attache du lattice a sa périphérie
- par des attaches lattérales dans une boite
rectangulaire

3éme partie : Modéles expérimentaux

Comparaison des 2 modeles
LIBRE SOUS CONTRAINTE
Rétraction dans ttes les directions en épaisseur

Morphologie fibroblastes étoilés bipolaires, allongés

Prolifération cellulaire  lente rapide
Fibrilles de collagéne dispersées au hazard alignées
Synthése de collagéne  augmentée augmentée

Propriétés mécaniques  tissu relaché sous tension

Exemple d'étude sur des modéles tridimentionnels
(Lattices de collagene a rétraction libre)

Etude de I'effet de I'halofuginone sur la capacité des fibroblastes a
contracter des lattices de collagene

Myo obla

-) prolifération
-) syntheése des composants de la MEC
-) contraction de la matrice extracellulaire

Halofuginone
-) alkaloid

-) inhibition de la synthése de collagéne dans des modeles
murins
-) Proprietés antifibrosantes ?




Effet sur la capacité a contracter des lattices de collagene
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> de la capacité des fibroblastes a contracter des lattices de collagéne

Rdle des MAPKs sur la capacité de

I'halofuginone a inhibition la contraction

Jo

J5

Halo (5.10-%M) - + + - +
MAPK inhibitors = = PD98O59  SB203580 SP600125
(10 mM)

L'effet sur la contraction dépend de la cascade ERK

3éme partie : Modéles expérimentaux

*Modéles in vivo: modéle animaux
*Modeles de plaies expérimentales

Modele incisionnel = incision linéaire par bistouri ou laser (cicatrisation
rapide des plaies = adapté pour réaliser des analyses biomécaniques)

Modéie excisionnei

- exérése d'un certain volume de tissu, calibré en superficie et en
progondeur

- biopsies facilement réalisables aux différents stades de la
cicatrisation pour analyse histologique ou moléculaire

Ex: modéles excisionnels superficiels
- stripping par un adhésif = ablation superficielle de I'épiderme
- dermatome = abalation jusqu'au derme moyen
- bulles de succions = clivage dermo-épidermique

3éme partie : Modéles expérimentaux

nm s

Prélevement d"éplderme humain au dermarome

Surmanms -
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&

Tape Stripping (TS) Dermatome

3éme partie : Modéles expérimentau

Modulation of Gene Expression Induced in Human Epidermis
by Environmental Stress In Fivo

Claire Mari Vereeerhis, Kasine Mallicr, Ticlphine Compan,”
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3éme partie : Modéles expérimentaux

Skin Blister technique :

suction apparatus

On each intra-dermal site,
a local depression is applied
by the suction apparatus
during one to two hours,
until the blister is raised

3 blisters per arm

3éme partie : Modéles expérimentaux

Blister fluid and blister roof collection :

in about 2 hours

Suction blister Blister fluid collection

Cutaneous window

Modeles expérimentau

3éme partie

Mice lacking Smad3 show accelerated
wound healing and an impaired local
inflammatory response

Gillian §. Ashcrof“f. Xiae Yangd, Adam B, Glick§. Michasl Weinsteing. John J, Letterio *. Diane E. Mizelf.
Mario Anzame*, Toresa Groemwell Wildf, $haron M. Wahlt. Chuxia Dangd and Anita B, Roborts
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