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1) Introduction génerale

Le vieillissement est un phénoméne physiologique, lent, inéluctable et
irreversible. 1l modifie les structures anatomiques et histologiques et altere le
fonctionnement des différents organes et tissus dont la peau. Au niveau cutané, les
premiers signes visibles sont des altérations de la texture, de la couleur, de la transparence
du tissu, ainsi que la formation de rides. Selon les individus et les sites anatomiques

consideérés, I’intensité et la chronologie d’apparition de ces manifestations sont variables.

La lutte contre les effets du vieillissement représente un enjeu majeur de santé

publique du fait de I’allongement de I’espérance de vie.

Le phénomene de vieillissement cutané est de plus en plus étudié notamment par
les industries cosmétiques qui développent de nombreux produits « anti-ages » ou « anti-

rides » et qui doivent démontrer I’efficacité qu’elles revendiquent.

Le Laboratoire des Substituts Cutanés (LSC) de la Banque de Tissus et Cellules
des Hospices Civils de Lyon (BTC/HCL) situé au groupement hospitalier Edouard
Herriot, ou j’ai effectué¢ mon stage de 5™ année hospitalo-universitaire, a développé
différents modeles de vieillissement cutané a partir d’un modéle in vitro de peau
reconstruite (PR) en 3 dimensions (3D) :

- le modeéle de sénescence in vitro : cinétique longue (culture de 42 a 120 jours) de
peaux reconstruites réalisées a partir de fibroblastes et kératinocytes issus de
patients jeunes ;

- le modéle de peaux reconstruites « agées » réalisées a partir de kératinocytes et
de fibroblastes issus de patients ages, comparé avec des peaux reconstruites

préparées avec des fibroblastes jeunes.

Ces modéles permettent d’étudier les mécanismes et les conséquences du
vieillissement cutané et ainsi de tester des produits cosmétiques en vue de démontrer leur

efficacité « anti-age » sur les cibles d’intérét.

Depuis la fin du 19°™ siécle, le tissu adipeux est utilisé comme produit de
comblement en chirurgie plastique et reconstructrice au niveau des rides du visage ou du
dos de la main par exemple. En plus de I’effet de comblement, le tissu adipeux apporte

une amélioration de la qualité de la peau au niveau de la greffe : augmentation de son
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épaisseur, meilleure élasticité ou encore disparition des taches brunes. Cet effet est
variable selon les individus. Cette variabilité a été attribuée a celle de la proportion en

cellules souches mésenchymateuses dans la fraction stromale vasculaire du tissu adipeux.

L’objectif ici est de vérifier, dans le modéle de PR « &gée », I’impact de ces

cellules souches sur la qualité de la peau et les mécanismes de vieillissement cutané.

Dans une étude préliminaire, 1’effet des cellules souches issues du tissu adipeux
(ASCs) sur le processus de vieillissement cutané a été démontré sur le modele de
sénescence in vitro. En effet, dans le modele de peaux reconstruites developpé au LSC,
I’ajout d’ASCs a montré une amélioration de la qualité de 1’épiderme et du derme, une
augmentation de la capacité de prolifération des cellules cutanées et un retardement de la
sénescence cellulaire. Ce résultat reste a confirmer avec des cellules d’autres donneurs et
en utilisant, cette fois, le modele de peaux reconstruites préparées avec des cellules agées

en comparaison avec des peaux reconstruites préparées avec des cellules jeunes.

Afin d’aider a la compréhension de notre démarche, nous présenterons
brievement, dans la partie bibliographique, la structure de la peau, les mécanismes du
vieillissement cutané, les cellules souches issues du tissu adipeux et leur potentiel effet

sur la qualité de la peau vieillissante.
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2) Partie bibliographique

2.1) La peau (pour revue de )
La peau est un organe de revétement qui recouvre la totalité de la surface du corps

et qui est en continuité avec les muqueuses au niveau des orifices naturels. Elle constitue
1’un des plus grands organes avec une surface de 1,5 a2 m?. Lui sont associées différentes
structures regroupées sous le terme d’annexes cutanées et qui comprennent notamment
les poils, les cheveux, les ongles et les glandes sudorales. De plus, la peau contient des

vaisseaux, des nerfs et possede ses propres défenses immunitaires.

La peau est un organe vital qui assure de multiples fonctions : sensitives,
protectrices vis-a-vis d’agressions externes multiples, immunitaires, métaboliques,
thermorégulatrices, etc.

Elle est constituée d’un épithélium de revétement, 1’épiderme, et d’une couche de
tissu conjonctif, le derme. Le derme et 1’épiderme sont séparés par la jonction dermo-
épidermique. Sous le derme se trouve I’hypoderme : tissu conjonctif contenant du tissu

adipeux (cf. Figure 1).

Figure 1 : Les 3 couches de la peau

2.1.1) Epiderme (pour revue de )
L’épiderme est la structure la plus superficielle de la peau. C’est un épithélium

trés mince (épaisseur de 0,06 a 1 mm en moyenne), pavimenteux, stratifié (malpighien)
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et kératinisé. Il est d’origine ectodermique et se renouvelle constamment. N’étant pas

irrigué, ses éléments nutritifs lui proviennent par transsudation des capillaires du derme.

L’¢épiderme est composé de plusieurs types cellulaires. La majorité (90 %) est
représentée par les kératinocytes qui sont agenceés en plusieurs couches :

- la couche basale (stratum germinativum) : elle ancre I’épiderme au derme,
constitue le seul compartiment prolifératif de 1’épiderme et assure ainsi son
homéostasie en permettant le renouvellement constant, la réparation et le maintien
de I’épiderme ;

- la couche des cellules a épines (ou corps muqueux de Malpighi) (stratum
spinosum) : elle représente le corps de 1’épiderme et est appelée ainsi car les
desmosomes entre les kératinocytes apparaissent comme des épines au
MICroscope ;

- la couche granuleuse (stratum granulosum) : c’est une couche ou le processus de
kératinisation se termine, des granules de kératoyaline et des kératinosomes y sont
présents ;

- la couche cornée (stratum corneum) : elle est constituée de cornéocytes

(kératinocytes ayant expulsé leur noyau).

Trois autres types cellulaires sont observes dans 1’épiderme :
- les mélanocytes : ils synthétisent la mélanine (principal facteur photoprotecteur)
et la transfére aux kératinocytes ;
- les cellules de Langerhans : ce sont les cellules présentatrices d’antigénes de la
peau et elles jouent donc un role déterminant dans I’immunité ;
- les cellules de Merkel : ce sont des cellules neuroendocrines qui fonctionnent
comme des mécanorecepteurs en interagissant avec les nerfs cutanés au niveau

des disques pilaires et des zones cutanées a épiderme épais.

Dans I’épiderme, plusieurs types de jonctions cellulaires assurent la cohesion

tissulaire : les desmosomes, les jonctions adhérentes et les jonctions serrées.

2.1.2) Jonction Dermo-Epidermique (JDE) (pour revue de )
La JDE est une structure complexe qui ancre 1’épiderme au derme. Responsable

de la cohésion épithélio-mésenchymateuse, elle intervient également dans de nombreux
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processus biologiques cruciaux tels que le renouvellement et la différenciation
épidermique. Ces fonctions sont possibles grace a I’agencement de molécules qui lui sont

exclusives et qui forment un réseau complexe stabilisé par des interactions spécifiques.

D’un point de vue ultra-structural, la JDE comprend de la superficie vers la profondeur :

- des hémidesmosomes : ils assurent le lien physique entre les cellules épithéliales
basales et la matrice extracellulaire sous-jacente ;

- la lame basale épidermique : elle est constituée d’un fin feuillet de matrice
extracellulaire, organisé en deux couches : la lamina lucida traversée par les
filaments d’ancrage et la lamina densa ;

- une zone fibrillaire sous-basale : elle est constituée essentiellement de fibrilles

d’ancrage et s’étend jusqu’aux couches superficielles du derme papillaire.

La JDE représente un support mécanique pour I’adhésion de I’épiderme au derme,
contréle les échanges métaboliques entre ces deux compartiments, permet la migration
des kératinocytes lors de la cicatrisation et est traversée par différents types cellulaires

comme des cellules de Langerhans ou des lymphocytes lors de processus immunitaires.

2.1.3) Derme (pour revue de )
Le derme est le tissu conjonctif qui soutient I’épiderme et le rattache a

I’hypoderme. Son épaisseur varie en fonction de sa localisation et atteint un maximum de
4 mm au niveau du dos. Il est d’origine mésenchymateuse, mésodermique. Dans le derme
circulent des vaisseaux sanguins et lymphatiques. C’est un tissu de nutrition pour
I’épiderme. 1l est également traversé par de nombreux nerfs dont les terminaisons sont
localisées dans le derme ou I’épiderme. Les principales cellules du derme sont les
fibroblastes qui produisent une riche matrice extracellulaire (MEC) organisée en
réseaux de macromolécules dont les fibres de collagénes mais aussi des fibres élastiques,

des glycoprotéines de structures et des protéoglycanes.

Le derme peut étre décomposé en 2 couches.
- La couche papillaire : elle est superficielle et fine ; il s’agit d’un tissu conjonctif
lache constitué essentiellement de fibroblastes mais aussi de mastocytes, de

macrophages et de lymphocytes ; dans cette zone, les fibres de collagénes sont de
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faible diametre, laches et orientées perpendiculairement a la jonction dermo-
épidermique.

- La couche réticulaire : elle est plus épaisse ; il s’agit d’un tissu conjonctif dense,
irregulier, composé principalement de fibres de collagéne I. Cette couche contient
plus de fibres et moins de cellules que la couche papillaire. Les fibres de
collagene, de grands diamétres, s’y organisent en faisceaux et forment un réseau

qui se densifie en profondeur.

2.1.4) Hypoderme (pour revue de )
L’hypoderme est formé de tissu adipeux. Il est composé de lobes graisseux limités

en lobules graisseux par des travées de fibres de collagénes issues du derme et qui vont
se fixer aux aponévroses des muscles ou au périoste des os, limitant ainsi la mobilité de
la peau. Ces cloisons servent de passage aux vaisseaux et nerfs destinés au derme. Les

lobules graisseux sont remplis de cellules graisseuses : les adipocytes.

L’hypoderme a différents roles :

role métabolique : les adipocytes mettent en réserve les lipides sous forme de

triglycérides et fournissent des acides gras en situation de demande énergétique ;

fonction plastique : le tissu adipeux hypodermique modele la silhouette en

fonction de ’age, du sexe et de 1’état nutritionnel ;

protection mécanique ;

role dans la thermorégulation ;

réservoir de cellules souches mésenchymateuses : les cellules souches issues du

tissu adipeux (ASCs) qui nous intéressent dans notre travail.

2.1.5) Modeéle des peaux reconstruites
Pour étudier la peau humaine, différents modéles de peaux reconstruites (PR) in

vitro ont été développés. Les PR sont des ensembles dermo-épidermiques en 3
dimensions (3D), obtenus par épidermisation en surface d’un équivalent dermique (DE
pour « dermis equivalent »). Le DE est géneré par culture in vitro de fibroblastes, avec
ou sans support (biologique ou synthétique). L’épidermisation du DE se fait ensuite par
ensemencement d’une suspension cellulaire (kératinocytes) ou par greffe d’un feuillet
épidermique ou encore par culture d’explants cutanés (composés principalement de

kératinocytes) déposeés directement a la surface du DE.
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Le premier modele dermo-épidermique développé fut celui de Bell en 1981. Il est
obtenu par incorporation de fibroblastes dans un gel de collagéne. Ce DE est ensuite
épidermisé par culture de kératinocytes en surface. Le confinement physique, dd au
phénomene de rétractation, serait a 1’origine de 1’inhibition de la prolifération des
fibroblastes et de la synthése de la matrice extracellulaire associée (Berthod et al. 1990).
Cependant, cette contraction entraine egalement la libération de métalloprotéases qui

dégradent la matrice extracellulaire du DE.

Le manque de résistance mécanique du modele de Bell a conduit au
développement d’une seconde approche, basée sur I’utilisation de matrices poreuses a
base de collagenes bovins de type | et 111 et de chondroitine-6-sulfate, issu du cartilage de
requin. Le collagene de ces matrices est rendu insoluble soit par une réticulation au
glutaraldéhyde (modele de Boyce, 1988) soit par une stabilisation ionique par le chitosan
(polyoside) développée par le LSC (modele breveté en 1987, que nous allons utiliser).
Dans ces substrats poreux, les fibroblastes migrent, proliferent et synthétisent de la
matrice extracellulaire mature trés proche de celle de la peau humaine normale. Ces
modeles ont I’avantage de présenter un phénomene de rétractation limité. Les fibroblastes
synthétisent également des cytokines et des facteurs de croissance permettant a
I’épiderme de se développer et de se renouveler harmonieusement. Dans le modele du
LSC, le contact direct entre fibroblastes et kératinocytes permet la formation d’une
jonction dermo-épidermique organisée et mature contrairement au modele de Boyce ou
un film sépare le derme de 1’épiderme empéchant ainsi ce type de contact direct entre

cellules épithéliales et membrane basale.

Depuis, un modéle dépourvu de matériaux exogénes dans sa partie dermique a été
développé (Pouliot et al. 2002). Ce modele est basé sur la capacité des cellules a s’auto-
assembler en un tissu cohérent, tout en s’enrobant de leur propre matrice extracellulaire.
Il permet de s’affranchir des contraintes techniques liées a I’utilisation de supports

matriciels biosynthétiques.
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Pour étudier le vieillissement cutane, le LSC a développé deux variantes du
modele de peau reconstruite en éponge collagéne-glycosaminoglycane-chitosan :

- le modéle de sénescence in vitro : la différence avec le modele de référence est
I’application de cinétiques longues (culture de 42 a 120 jours) ; dans ce modele,
les peaux reconstruites sont réalisées a partir de fibroblastes et kératinocytes issus
de patients jeunes ;

- le modele de peaux reconstruites « agées » : la différence avec le modéle de
référence est I’utilisation de kératinocytes et/ou de fibroblastes issus de patients

agés

2.2) Le vieillissement cutané
Le vieillissement est un phénomeéne physiologique qui a des conséquences, entre

autres, au niveau cutané. Cliniguement, le vieillissement cutané est marqué par des
altérations de la texture, de I’¢lasticité, de la couleur et de la transparence de la peau, ainsi

que par la formation des rides.

2.2.1) Facteurs du vieillissement (pour revue de )
Deux types de vieillissement sont a distinguer :

- le vieillissement intrinséque : phénomeéne naturel, génétiquement programmé,
caractérisé par de nombreuses altérations cellulaires ;
- le vieillissement extrinséque : d0 a des facteurs environnementaux qui accélérent

le vieillissement naturel.

2.2.1.1) Facteurs intrinseques (pour revue de )
Plusieurs éléments clés du vieillissement intrinseque au niveau cellulaire ont été mis en

évidence.

- Perte des téloméres (séquences d’ADN répétées a la fin de I’ADN linéaire) : les
cellules diploides ont un potentiel de prolifération limité. Aprés un certain nombre
de divisions, elles entrent dans un processus de sénescence avec un arrét de la
prolifération cellulaire. Ce nombre limité de divisions résulte de la perte des
téeloméres. En effet, a chaque division cellulaire, les telomeres raccourcissent
jusqu’a ce que la déplétion en télomere empéche la division cellulaire.

- Stress oxydatif : la formation de radicaux libres entraine des dommages au niveau
cellulaire (membranes, enzymes, ADN). La théorie du vieillissement, basée sur

les radicaux libres, stipule que la base moléculaire du vieillissement s’explique
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par 1’accumulation, au cours de la vie, des dommages oxydatifs causés aux
cellules par excés de production de ROS (« Reactive Oxygen Species » ou

« dérivés réactifs de I’oxygeéne ») comme conséquence du métabolisme aérobie

- Déficience des systémes de réparation de ’ADN.

- Altération du systeme endocrinien : au cours du vieillissement, des modifications
des facteurs de croissance et une diminution de 1’activité hormonale ont un impact
sur le vieillissement cutane.

- Apoptose : le vieillissement est lié a une « up-regulation » de 1’apoptose.

2.2.1.2) Facteurs extrinseques (pour revue de )
Différents facteurs environnementaux externes ont un impact sur le vieillissement cutané.

- L'exposition solaire/radiations ultraviolettes (UV) : elle représente 80% des
facteurs extrinséques du vieillissement cutané, et est a I’origine du vieillissement
prématuré de la peau. A la fois les UVA (responsables des principaux dommages)
et les UVB participent a ce « photo-vieillissement » (les UVA altérent 1I’épiderme
et le derme, les UVB touchent principalement I’épiderme). Les altérations causées
par les radiations UV dépendent du phénotype de la peau photo-exposée : I’impact
des radiations UV est différent selon les ethnies, selon la pigmentation de la peau.
Les radiations UV augmentent la production de collagénases (aboutissant a la
dégradation des collagenes de types IV et VII), de « métalloprotéases
matricielles » (MMPs) (dégradant différentes protéines de la matrice) et de
« xeroderma pigmentosom factor » (XPF) (provoquant le plissement du derme et
de I’épiderme, expliquant le début de la formation des rides). Les conséquences
sont une dégradation du collagéne, de I’¢lastine et d’autres composants de la MEC
dermique. De plus, les radiations UV agissent indirectement en interférant avec
des enzymes fondamentales dans les processus de réparation de I’ADN et avec
des composants du systéeme immunitaire (cellules T et cellules de Langerhans).

- Letabac : il entraine I’activation des MMPs, un affinement de la couche cornée,
une diminution du taux de vitamine A (qui réduit les dommages du collagéne),
une augmentation de la production de collagénases, une diminution du débit
sanguin au niveau des capillaires cutanés ce qui entraine une privation en oxygene
et nutriment, une diminution de la quantité de collagéne et d’¢lastine au niveau du

derme et la déformation des kératinocytes.
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- Alcool : il induit ’accumulation de radicaux libres qui provoquent un stress
oxydatif.

- Alimentation : une sous- ou sur- alimentation accélére le vieillissement cutane.

- Pollution : ’ozone aurait une action au niveau des couches superficielles de
I’épiderme en entrainant une diminution de la quantité d’antioxydants comme les
vitamines C et E.

- Radiations ionisantes : elles entrainent des altérations au niveau des composants
lipidiques cellulaires, en particulier les membranes cellulaires.

- Stress physique ou psychologique sévére.

- Médicaments : les hypocholestérolémiants induiraient une augmentation

anormale de la desquamation.

2.2.2) Consequences du vieillissement (pour revue de )
Le vieillissement cutané se manifeste au niveau clinique, histologique et

biochimique.
2.2.2.1) Manifestations cliniques

Le vieillissement cutané se manifeste, cliniqguement, par un desséchement cutané
et I’apparition d’une peau lache et ridée souvent atrophique. Parfois, la réduction de
I’épaisseur du tissu cutané (épiderme et derme) est telle que 1’on peut apercevoir le réseau
vasculaire cutané sous-jacent. Enfin, les glandes sudoripares et sébacées voient leur
fonction excrétrice diminuer. Cela a pour conséquence la disparition du film protecteur
hydrolipidique a la surface de la peau, qui devient alors rugueuse, terne, pale et finement

squameuse.

2.2.2.2) Manifestations histologiques et biochimiques (pour revue de )
Chaque couche de la peau est impactée par le vieillissement cutané.

Pour commencer, au niveau de I’épiderme, le vieillissement se manifeste
principalement par une diminution de son épaisseur. Cette atrophie s’explique par
différents parametres :

- accumulation de kératinocytes sénescents ;

- altérations morphologiques et diminution de la capacité de prolifération des
kératinocytes basaux ;

- diminution de la capacité de régénération et de ré-épithélialisation de 1’épiderme

suite a un traumatisme ;
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- diminution de la réponse des kératinocytes aux stimulations par les facteurs de
croissance et autres cytokines ;

- réduction des propriétés d’adhérence de 1’épiderme liée a une diminution de
I’expression de I’intégrine Pl impliquée dans 1’adhérence des kératinocytes
basaux a la lame basale sous-jacente ;

- diminution du nombre de mélanocytes et de cellules de Langerhans.

Le vieillissement se manifeste également par un aplatissement de la JDE avec
diminution des projections microvilleuses des kératinocytes basaux et duplication de la
lamina densa. Cela conduit a une diminution des échanges de nutriments et de métabolites

entre le derme et I’épiderme et une fragilisation de I’ancrage de 1’épiderme au derme.

Au niveau du derme, le vieillissement se manifeste par une désorganisation avec
une matrice extracellulaire dense et peu vascularisée. L atrophie du derme est liée a une
réduction du nombre et de la taille des fibroblastes mais surtout de leur capacité de
synthese. Ainsi, il a été mis en évidence une diminution des teneurs en collagéne et en
élastine avec une perte de leur organisation (tendance a s’orienter paralléelement a la
surface du derme). Cette diminution est due, en premier lieu, a une baisse de la synthese
protéique affectant les collagenes de type | et Ill dans le derme mais aussi a une

détérioration des protéines de la matrice extracellulaire.

Enfin, au niveau de I’hypoderme, il a ét¢ mis en évidence des variations de
I'épaisseur du tissu conjonctif sous cutané qui conduisent a des modifications
morphologiques (amincissement au niveau du visage et de la face dorsale de la main mais,

chez la femme, épaississement au niveau de I’abdomen et des cuisses).

2.3) Les « Adipose-derived Stem Cells » (ASCs) ou cellules souches
Issues du tissu adipeux (pour revue de )

Les cellules souches du tissu adipeux (ASCs) appartiennent a la catégorie des

cellules souches mesenchymateuses (MSCs pour « mesenchymal stem cells »).

Les MSCs sont des cellules souches adultes multipotentes présentes dans le tissu
conjonctif associé a la plupart des organes. Elles possédent des propriétés d’auto-
renouvelement qui autorisent le maintien d’un pool de cellules souches tout au long de la
vie. Multipotentes, elles ont la capacité de se différencier en différents types cellulaires
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spécialisés permettant ainsi le renouvélement, la régénérescence et la réparation de
nombreux tissus. Elles sont ainsi capables, sous I’influence de signaux spécifiques, de se
différencier in vitro et in vivo dans les différents lignages mésodermiques a savoir :
fibroblastique, musculaire, osseux, chondrocytaire et adipocytaire. In vivo, les MSCs sont
a ’origine des fibroblastes, des adipocytes, des ostéocytes, des chondrocytes et des
myocytes. In vitro, leur potentiel de différenciation est plus large : cellules neurales,
cardiomyocytes, hépatocytes et cellules endothéliales peuvent étre générés a partir de
MSCs. Ainsi, les potentialités thérapeutiques des MSCs sont multiples : de la
lipodystrophie aux maladies neurodégénératives en passant par des reconstructions
musculaires ou osseuses, etc. Ces cellules sont présentes dans le tissu conjonctif associé
notamment a la moelle osseuse, au tissu adipeux et a la pulpe dentaire. Des MSCs

circulantes sont également présentes dans le sang de cordon ombilical.

Dans ce travail de these, nous nous intéressons plus spécifiquement aux MSCs du
tissu adipeux, les ASCs. Le tissu adipeux constitue un réservoir de MSCs autologues
facilement exploitables. En effet, il représente 10 a 50% du poids d’un individu et peut
étre prélevé en grand volume par une méthode simple et peu invasive : la lipoaspiration.
De par leur origine autologue, ces cellules souches ne posent pas les problémes éthiques
soulevés par I’utilisation des cellules souches embryonnaires. De plus, les ASCs ont
I’avantage de se cultiver plus facilement et de proliférer plus vite que les cellules souches
issues de la moelle osseuse ou du cordon ombilical . A I’extraction, il faut cependant
noter que la quantité d’ASCs est variable selon les individus, leur age, leur poids, la
localisation du prélevement ou encore la technique de prélevement. A ce sujet, quel que
soit le facteur étudié, les résultats de la littérature sont trés controversés et il est difficile

d’établir une regle générale.

Les ASCs ont un phénotype bien caractérisé : elles expriment notamment les

marqueurs CD90, CD105 et CD73 mais n’expriment pas les marqueurs hématopoiétiques
CD14, CD34 et CD45.

2.4) Les ASCs et le vieillissement cutané

2.4.1) Impact des ASCs au niveau cutané
L’effet « antivieillissement » des ASCs a été mis en évidence par 1’observation

clinique d’une amélioration de la qualité¢ de la peau suite a I’injection de tissu adipeux
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dans le comblement de perte de substance (lipoatrophie faciale, hypotrophies mammaires,
amincissement de la peau du dos de la main avec 1’age, etc.) . En effet, alors que le
vieillissement conduit a I’apparition de rides et a la réduction de I’épaisseur de la peau,
I’injection de tissu adipeux autologue, que ce soit au cours d’études in vivo chez le porc

ou la souris ou dans les peaux « photo-agées » de patients, améliore la structure
générale de la peau et a une action « anti-ride » . Suite a ces observations cliniques,
variables selon les individus, 1’explication apportée a été la présence en quantité variable

d’ASCs dans le tissu adipeux injecté.

Aujourd’hui, I’effet des ASCs contre différentes conséquences du vieillissement

a été démontré.

Les ASCs exercent notamment de puissants effets trophiques sur les kératinocytes
et accélérent la régénération, la ré-épithélialisation et la cicatrisation cutanée in vitro et in
Vivo . En effet, in vivo (chez la souris et le porc), I’injection d’ASCs améliore le
processus de cicatrisation cutanée avec une meilleure angiogenése et un taux de
cicatrisation plus important . De plus, la greffe intradermique de feuillets d’ASCs
permet d’augmenter 1’épaisseur de 1’épiderme dans un modele de plaie cutanée, chez la

souris

Au niveau du derme, I’injection d’ASCs prévient la diminution du nombre de
fibroblastes et de leurs capacités de synthese protéique. Ainsi, in vivo (chez la souris
et le porc ), ’injection intradermique ou sous-cutanée de tissu adipeux, augmente la
sécrétion de collagéne et diminue I’expression de marqueurs de sénescence cellulaire au

niveau de I’épiderme (SOD : superoxide dismutase ; MDA : malondialdéhyde).

Par ailleurs, différentes études réalisees in vitro ont permis d’établir le role majeur
des effets paracrines exercés par les ASCs. Ainsi, des kératinocytes cultivés en présence
de milieu conditionné par des ASCs (c’est-a-dire un milieu récolté sur une culture d’ASCs
et contenant donc les facteurs sécrétes par les ASCs) présentent une augmentation de leur
taux de prolifération . Plus spécifiquement, 1’ajout de milieu conditionné par des
ASCs accélére la fermeture de lésions infligées lors d’un « scratch test » (modéle de
« blessure » in vitro) a un tapis cellulaire de kératinocytes humains en monocouche
Cet effet passe entre autres par une augmentation des capacités de migration des

kératinocytes . Le milieu conditionné par des ASCs stimule éegalement la
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prolifération des fibroblastes et leur capacité a synthétiser les protéines de la matrice, en
particulier les collagenes . Cet effet s’exerce au niveau transcriptionnel en
induisant une « up-regulation » des collagénes de types | et I11 et de la fibronectine avec,
en parallele, une « down-regulation » de la metalloprotéase MMP1. Par ailleurs, le milieu
conditionné par des ASCs, stimule la migration des fibroblastes dermiques humains dans

un modele in vitro de cicatrisation cutanée

Outre leurs effets sur les kératinocytes et les fibroblastes, les ASCs exercent une
activité immunomodulatrice facilitant la cicatrisation cutanée . Elles augmentent
également 1’angiogenése dermique en activant I’expression de VEGF (« Vascular
Endothelial Growth Factor ») ce qui accroit la densité en vaisseaux sanguins cutanés in
vivo. Cette action pro-angiogénique est également démontrée, in vitro, par des
expériences montrant que le milieu conditionné par des ASCs augmente la croissance des
cellules endothéliales ainsi que leur survie en diminuant de maniére significative leur

susceptibilité a I’apoptose

Si nous nous intéressons maintenant aux causes du vieillissement cutané (cf.
« 2.2.1) Facteurs du vieillissement »), le role du stress oxydatif semble central. Or, les
ASCs semblent avoir un effet antioxydant qui protégerait les fibroblastes de la peau

humaine des lésions provoquées par les radicaux libres

2.4.2) Mécanismes d’action
L’impact des ASCs, au niveau cutané et dans le processus de vieillissement de la

peau, semble indéniable mais quel est leur mécanisme d’action ? A I’heure actuelle, deux
hypothéses sont proposées

- I’effet paracrine des ASCs sur les cellules cutanées ;

- ladifférenciation des ASCs en fibroblastes ou leur transdifférenciation en cellules

épidermiques.

Comme indiqué précédemment, I’effet paracrine est le mécanisme qui est le plus
clairement démontré au plan expérimental.
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In vitro, les ASCs augmentent la prolifération des fibroblastes dermiques humains
non seulement par un contact direct entre les deux types de cellules, effet confirmé par
des expériences de co-culture, mais aussi par une activation paracrine via des facteurs
sécrétés, comme le montrent les effets induits par le milieu condionné par les ASCs

décrits précédemment.

Differents facteurs, sécrétés par les ASCs ou par les cellules cutanées en réponse
a la stimulation paracrine exercée par les ASCs, ont éte identifies :

- IPactivité anti-oxydante des ASCs serait liée a la production de différents
éléments tels que des protéines (la superoxyde dismustase 3 notamment) et des
facteurs de croissance (« Platelet-Derived Growth Factor » (PDGF),
« Keratinocyte Growth Factor » (KGF), « Fibroblast Growth Factor » (FGF),
« Hepatocyte Growth Factor » (HGF) et VEGF) ;

- Pactivation des fibroblastes dermiques humains, qui entraine la production de
collagene par ces cellules dermiques, est liée au fait que les ASCs produisent
différents facteurs de croissance : VEGF, HGF, « Insulin-like Growth Factor »
(IGF), PDGF et « Transforming Growth Factor-beta » (TGF-f3)) ;

- leffet des ASCs sur les kératinocytes est lié a différents facteurs de
croissance/cytokines identifiés dans du milieu conditionné : HGF, FGF-1,
« Granulocyte Colony Stimulating Factor » (G-CSF), « Granulocyte Macrophage
Colony Stimulating Factor » (GM-CSF), Interleukine 6 (IL-6), VEGF et TGF-33

- Peffet cicatrisant a été expliqué, in vitro et in vivo, par un effet paracrine : cet effet
se fait via la sécrétion de facteurs proangiogéniques (VEGF), de facteurs qui
favorisent la migration et la différentiation des kératinocytes (« Epidermal Growth
Factor » (EGF) et TGF-B), de facteurs qui permettent la prolifération des
fibroblastes (PDGF, EGF, FGF2, « Connective Tissue Growth Factor » (CTGF))
et de facteurs qui entrainent la production de collagene par les fibroblastes (FGF2,
PDGF, TGF-p et CTGF)

Si Deffet paracrine des ASCs semble accepté par la communauté scientifique, il
n’explique pas la persistance de 1’impact positif des ASCs dans le temps. D’autres

mécanismes d’action semblent donc intervenir.
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Une explication potentielle est la capacité de différenciation des ASCs en cellules
cutanées . La capacité des ASCs a se transdifférencier en cellules épidermiques
est encore controversée mais il est admis qu’elles se différencient en fibroblastes. Par
ailleurs, les ASCs ont la capacité de se différencier en cellules des lignées épithéliale et
endothéliale : les ASCs ne contribuent pas uniquement a la régénération cutanée mais

aussi a la formation de vaisseaux sanguins

2.4.3) Applications cliniques potentielles (pour revue de )
Sur la base du potentiel de différenciation des ASCs et du large éventail de

facteurs trophiques et procicatrisants sécrétés par les ASCs, les applications cliniques en
dermatologie sont nombreuses et certaines sont en phase d’essai clinique :
- promotion de la cicatrisation et de la régénération cutanée ;
- traitement de 1’élastose solaire (encore appelé photo-vieillissement = altérations
induites par I’exposition solaire) ;
- amélioration qualitative de I’apparence de la peau ;

- action anti-ride.

Les ASCs, qui ont les avantages de présenter une source autologue, d’étre
biocompatibles et d’avoir un effet sur le long terme, représentent donc une solution de
choix en chirurgie régénérative et réparatrice et un espoir dans la lutte contre le
vieillissement cutané. Dans ce contexte, des injections d’ASCs sont actuellement

proposées pour diminuer les rides du visage ou du dos de la main par exemple

2.4.4) Etude réalisée précédemment au laboratoire
Une étude in vitro a été réalisée pour confirmer I’influence des ASCs sur la qualité

de la peau dans différents modeles de PR. Les ASCs ont été ensemencées avec les
fibroblastes dans le DE a différents ratios ASCs/fibroblastes (25 ou 50%). Ce protocole
permet de mimer I’injection intra dermique d’ ASCs telle qu’elle est réalisée en chirurgie

esthétique.

Cette approche a permis de démontrer les effets trophiques et régénérateurs
exercés par les ASCs sur les PR dans différentes conditions expérimentales :
- effets trophiques sur 1I’épiderme : I’analyse de marqueurs de prolifération (Ki67)

et de différentiation kératinocytaire (filaggrine) ainsi que les mesures d’épaisseur
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de I’épiderme ont démontré que les ASCs permettent 1’obtention d’un épiderme
reconstruit plus épais et mieux différencié ;

- effets trophiques sur le derme : la présence d’ASCs augmente la synthese de
protéines dermiques (la décorine ou la fibrilline 1 par exemple) et accélére la
maturation du derme ;

- effets régénérateurs dans le modele de PR sénescente : la présence d’ASCs
retarde la sénescence (diminution de marqueurs de sénescence tels que pl16) et
augmente le nombre de cellules prolifératives (exprimant Ki67) dans les PR

cultivées jusqu’a J100 (100°™ jour de culture).

Il est intéressant de noter que 1’action des ASCs est plus marquée pour des ratios
ASCs/fibroblastes de 25% comparés a 50%.
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3) Partie expérimentale

3.1) Introduction
Pour étudier le vieillissement cutané, le LSC a développé deux modeles a partir

du modele de peau reconstruite en éponge collagéne-glycosaminoglycane-chitosan :

- le modeéle de sénescence in vitro : cinétique longue (culture de 42 a 120 jours) de
peaux reconstruites réalisées a partir de fibroblastes et kératinocytes issus de
patients jeunes ;

- le modele de peaux reconstruites « agées » réalisées a partir de kératinocytes et
de fibroblastes issus de patients ages, comparé avec des peaux reconstruites

préparées avec des fibroblastes jeunes

Dans une étude préliminaire réalisée au laboratoire , sur le modele de
sénescence in vitro, I’incorporation d’ASCs aux fibroblastes dermiques, au moment de
I’ensemencement des dermes équivalents, a montré leur effet régénérateur. En effet, les
épidermes et les dermes papillaires des PR supplémentées en ASCs sont plus épais, la
prolifération cellulaire des kératinocytes est augmentée et leur différenciation terminale
améliorée. Ces effets sont optimums pour une proportion de 25% d’ASCs pour 75% de
fibroblastes. De plus, I’incorporation d’ASCs au DE diminue I’expression des marqueurs

de sénescence p16 et B-galactosidase dans le modeéle de PR cultivée sur 100 jours.

L’objectif de ce travail est de tester la reproductibilité des effets observés dans ce
modele de sénescence en utilisant des ASCs dérivant de 2 autres donneurs (1 pour I’étape
1 et 1 pour I’étape 2). Nous espérons également démontrer un effet bénéfique de 1’ajout
d’ASCs dans le modele de peaux reconstruites « agées ». Dans les 2 étapes du protocole,
nous comparons donc des peaux reconstruites préparées avec différentes combinaisons

de fibroblastes et de kératinocytes jeunes ou ages, avec ou sans ASCs.
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3.2) Matériels et méthodes
Cette partie décrit le matériel et les méthodes utilisées pour la réalisation des deux

étapes du protocole (cf. 2.5) Protocole).

3.2.1) Matériel
Les cellules que nous utilisons sont issues de banques de fibroblastes, de

kératinocytes et d’ASCs du LSC. Ces banques ont été constituées a partir de residus
opératoires en suivant les lois d’éthique en vigueur : consentement écrit des donneurs,
anonymisation des prélévements, conservation et protection des données de tracabilité.
Les souches de fibroblastes et de keratinocytes utilisées dans ce travail ont été

antérieurement validées pour la préparation de peaux reconstruites cultivées.

3.2.2) Culture cellulaire en monocouche

3.2.2.1) Culture des fibroblastes en monocouche
Les fibroblastes sont décongelés, comptés et ensemencés a 8000 cellules/cm? dans

des T175 (BD FALCON) contenant du milieu fibroblaste (cf. Tableau 1). La culture est

poursuivie jusqu’a confluence en changeant le milieu 3 fois par semaine.

Tableau 1 : Milieu de prolifération des fibroblastes

Composants Fournisseurs Concentrations
DMEM Gibco® qgsp
Sérum de veau Hyclone 10 %
Penicilline PanPharma 100 Ul/ml
Gentamycine PanPharma 20 pg/mi
Amphotéricine B Bristol Myers 1 pg/ml
Squibb

3.2.2.2) Culture des ASCs en monocouche
Les ASCs sont décongelées, comptées, et ensemencées a 8000 cellules/cm? dans

des T175 contenant du milieu BFGF (cf. Tableau 2). La culture est poursuivie jusqu’a

confluence en changeant le milieu 3 fois par semaine.
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Tableau 2 : Milieu de prolifération des ASCs (Milieu BFGF)

Composants Fournisseurs Concentrations
DMEM / HAM F12 (1:1) Gibco® asp
Sérum de veau feetal Hyclone 10 %
bFGF Miltenyi 10 ng/mL
Pénicilline PanPharma 100 Ul/mL
Gentamycine PanPharma 20 pg/mi

3.2.2.3) Culture des kératinocytes en monocouche
La culture des kératinocytes est réalisée selon la technique de Green modifiée par

le LSC : en bref, les kératinocytes sont ensemencés sur une couche nourriciére et incubés

dans un milieu de culture pour kératinocytes (cf. Tableau 3).

Préparation des couches nourriciéres

Les fibroblastes irradiés sont décongelés, comptés et ensemencés a 4000
cellules/cm? dans des T175 contenant du MCK sans EGF (cf. Tableau 3). La culture est

poursuivie jusqu’a ensemencement des kératinocytes sans changer le milieu.

Culture des kératinocytes

Les kératinocytes sont décongelés, comptés et ensemencés a 8000 cellules/cm?
dans des T175 préalablement préparées de fibroblastes irradiés (cf. « Préparation des
couches nourricieres »). La culture des cellules est poursuivie jusqu’a confluence en

changeant le milieu 3 fois par semaine (cf. Tableau 3).
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Tableau 3 : Milieu de culture pour kératinocytes (MCK)

Composants Fournisseurs Concentrations
DMEM /HAM F12 (2 :1) Gibco® qsp
Sérum de veau feetal Hyclone 10 %
Hydrocortisone Upjohn 0,4 pg/ml
Umuline Lilly 0,12 Ul/mi
Isuprel Hospira 0,4 pg/ml
Adénine Sigma 24,3 pg/ml
Tri lodo Thyronine Sigma 2 nM
EGF Austral 10 ng/ml
Biologicals
Amphotéricine B Bristol Myers 1 pg/mi
Squibb
Peénicilline PanPharma 100 Ul/mi
Gentamycine PanPharma 20 pg/mi

3.2.3) Préparation des peaux reconstruites
La peau reconstruite est générée en deux étapes successives :

1) La production d’un derme équivalent (DE), par ensemencement de fibroblastes
avec ou sans ASCs, sur un substrat dermique ;

2) La culture de kératinocytes a la surface de ce DE.

3.2.3.1) Préparation du substrat dermique
Le substrat dermique, développé et breveté au LSC, est composé d’un mélange a

base de collagéne bovin de type | et 11l (72%), de glycosaminoglycanes (8%) réticulés

par du chitosan (20%) et lyophilisé.

Ces matrices sont rehydratées sous hotte en les plongeant dans de 1’alcool 70°
stérile toute la nuit. Elles sont ensuite rincées 4 fois au PBS puis 3 fois au DMEM. Enfin,
elles sont laissées a incuber dans du milieu DE (cf. Tableau 4) sans antibiotiques jusqu’a
ensemencement, afin de les équilibrer et de vérifier leur stérilité.
3.2.3.2) Dermes équivalents (DE)

Une fois a confluence, les fibroblastes et les ASCs cultivés séparément sont
décollés avec de la trypsine-EDTA (0,05%-2%, Fournisseur : Gibco®), comptes puis
ensemenceés sur les matrices selon le plan suivant :

- une suspension cellulaire pure de fibroblastes jeunes dans du milieu DE ;

- une suspension cellulaire pure de fibroblastes agés dans du milieu DE ;
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- une suspension cellulaire contenant 25% d’ASCs et 75% de fibroblastes jeunes
dans du milieu DE ;
- une suspension cellulaire contenant 25% d’ASCs et 75% de fibroblastes ages

dans du milieu DE.

Les cellules sont ensemencées a 250 000 cellules/cm? sur chaque matrice
correspondante dans 3 ml de milieu DE. Le milieu de chaque DE est renouvelé tous les

jours jusqu’a ensemencement des kératinocytes.

Tableau 4 : Milieu Derme Equivalent (DE)

Composants Fournisseurs Concentrations
DMEM Gibco® gsp
Sérum de veau feetal Hyclone 10 %
bFGF Miltenyi 10 ng/ml
(extemporanément)
Penicilline PanPharma 100 Ul/mi
Gentamycine PanPharma 20 pg/mi
Amphotéricine B Bristol Myers 1 pg/mi
Squibb
Vitamine C Bayer 50 pg/mi
(extemporanément)

3.2.3.3) Peaux reconstruites (PR)
La culture des PR comporte deux étapes :

1) Culture des PR en immersion
A confluence, les kératinocytes sont trypsinés (trypsine-EDTA 0,05%-2%,

Fournisseur : Gibco®) et comptés, puis une suspension cellulaire pure de chaque souche

est resuspendue dans du milieu PR (cf. Tableau 5).

Le milieu de culture DE est aspiré et les kératinocytes sont ensemencés a 250 000
cellules/cm?/PR. A partir de cette étape, la culture se poursuit en boftes de Pétri & raison
de 6 PR par boite. Pour chaque PR, 3 ml/jour de milieu PR (cf. Tableau 5) est nécessaire
afin que les PR soient totalement immergées dans le milieu ; soit pour une boite contenant

6 PR, 36 ml (6 peaux x 3ml x 2 jours) de milieu.

La culture est poursuivie ainsi pendant 1 semaine, en changeant le milieu tous les

2 jours.
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Tableau 5 : Milieu Peaux Reconstruites (PR)

Composants Fournisseurs Concentrations
DMEM / HAM F12 (2 :1) Gibco® gsp
Sérum de veau feetal Hyclone 10 %
Hydrocortisone Upjohn 0,4 pg/mi
Umuline Lilly 0,12 Ul/mi
Isuprel Hospira 0,4 pg/mi
Adénine Sigma 24,3 pg/ml
Tri lodo Thyronine Sigma 2 nM
EGF (extemporanément) Austral 10 ng/ml
Biologicals
Amphotéricine B Bristol Myers 1 pg/mi
Squibb
Peénicilline PanPharma 100 Ul/ml
Gentamycine PanPharma 20 pg/mi
Vitamine C Bayer 50 pg/mi
(extemporanément)

2) Culture des PR a I’interface air/liquide (A/L)
Aprés une semaine d’immersion, les PR sont mises en culture en interface

air/liquide dans le milieu A/L (cf. Tableau 6) pour favoriser la différenciation terminale

des kératinocytes. La culture est poursuivie ainsi pendant 2 semaines en changeant le

milieu 3 fois par semaine.
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Tableau 6 : Milieu Air/Liquide (A/L)

Composants Fournisseurs Concentrations
DMEM /HAM F12 (2 :1) Gibco® qsp
Bovine Serum Albumine Sigma 8 mg/ml

(BSA)
Hydrocortisone Upjohn 0,4 pg/ml
Umuline Lilly 0,12 Ul/mi
Amphotéricine B Bristol Myers 1 pg/mi
Squibb
Penicilline PanPharma 100 Ul/ml
Gentamycine PanPharma 20 pg/mi
Vitamine C Bayer 50 pg/mi
(extemporanément)

3.2.4) Analyse du sécrétome (étape 2 uniquement)
Afin d’analyser le sécrétome, le milieu de culture est récolté et congelé (a -80°C)

aux etapes clés décrites ci-dessous :
1) A lafin de la culture en monocouches des fibroblastes et des ASCs ;
2) A I’étape de derme équivalent, avant I’ensemencement des kératinocytes ;

3) Durant la phase de culture a I’interface air/liquide.

24h avant de récolter le milieu, des milieux appauvris en serum (0,1% de sérum
au lieu de 10%) sont utilisés pour les cultures en monocouche et en 3D (sauf pour le
milieu A/L qui ne contient pas de sérum (cf. Tableau 6)), afin que les protéines du sérum
contenu dans les milieux de culture n’interférent pas avec les résultats d’analyse du
sécrétome (risque de créer un bruit de fond trop important pour pouvoir observer un effet
des ASCs).

Au stade monocouche, pour éviter que ce changement de milieu ait un impact sur
la culture des DE puis des PR, les flasques (monocouches), qui ont servi a la récolte du

milieu, ne servent pas a I’ensemencement des matrices.

En revanche, au stade DE, tous les DE sont cultivés pendant 24h en milieu
appauvri en sérum puis, apres préléevement du surnageant, sont utilisés pour la suite de la

culture. Pour vérifier I'absence d'impact de ce changement de milieu sur la survie des
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cellules, nous procédons & un contréle sur monocouches de fibroblastes ou d'ASCs et
observons qu'il n'y a pas d'altération de la viabilité, de la morphologie et de la croissance

des cellules.

3.2.5) Analyses

3.2.5.1) Analyses histologiques
A lafin de la culture des PR, 3 échantillons de chaque condition sont coupés en 2.

Une moitié est inclue en Tissu Teck puis congelée (elle ne servira qu’aux analyses

immunohistologiques futures, non utilisées ici).

L’autre moitié est fixée dans du paraformaldéhyde 4% pendant 24h. Aprés
déshydratation, ce prélevement est transféré dans un bain de paraffine liquide a 60°C
avant d’étre inclus dans un bloc de paraffine & température ambiante. Des coupes de 5 um
d’épaisseur sont effectuées a 1’aide d’un microtome LEITZ 1512 puis sont déposées sur
des lames Superfrost® Plus (Thermo Scientific) et incubées pendant 24h dans une étuve

séche.

Afin d’observer les lames au microscope, nous effectuons une coloration
Hématoxyline-Phloxine-Safran (HPS) : les coupes sont déparaffinées puis colorées au
laboratoire d’ Anatomo-Pathologie des HCL. Cette coloration permet de visualiser les
cellules dans leur environnement tissulaire :

I’hématoxyline est un composé basique qui colore les noyaux des cellules en bleu ;

- laphloxine est un colorant acide qui teinte le cytoplasme en rose ;
- le safran colore sélectivement les fibres conjonctives en orangé.
Ces différentes étapes sont automatisées (VARISTAN 24-4 de SHANDON). Les coupes

sont a nouveau déshydratées puis montées entre lame et lamelle.

Apres coloration, I’observation est réalisée au microscope sous lumiére blanche
et les coupes sont photographiées a 1’aide d’un systéme microscope / caméra (ELIPSE
50i (Nikon, France) / DSUI1 (Nikon, France)) et d’un logiciel de traitement d’images
(NIS-Elements (France)).
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3.2.5.2) Analyses immunohistologiques (étape 2 uniquement)
L’immunohistologie permet d’observer 1’expression de différents marqueurs

exprimés par les cellules grace a 'utilisation d’anticorps dirigés contre ces marqueurs.
Ainsi, nous cherchons a mettre en evidence la kératine 14 (K14) qui est un marqueur des

kératinocytes de la couche basale de 1’épiderme.

La encore, les peaux préalablement incluses dans la paraffine sont coupées a 1’aide
d’un microtome LEITZ 1512 puis sont déposées sur des lames Superfrost® Plus (Thermo

Scientific) et incubée pendant 24h dans une étuve séche.

Ensuite, les coupes sont déparaffinées par une succession de bains de 5 minutes
(methylcyclohexane (3 fois), éthanol 100°, éthanol 95° et éthanol 70°) puis les lames sont

rincées a I’eau courante pendant au moins 30 minutes afin de réhydrater les coupes.

Le démasquage des sites antigéniques est réalisé par un traitement au citrate

bouillant pendant 10 minutes.

Une étape de saturation est réalisée avec une solution de PBS/BSA4%/NGS5%

pendant 1 heure.

Puis, ’anticorps primaire anti-K14 (Novocastra), dilué au 200°™ dans une
solution de PBS/BSA4%/NGS5%, est dépose sur les lames et incubé pendant une nuit a
+ 4°C dans une chambre humide et obscure. L’anticorps primaire utilisé est un anticorps
murin. Sur le témoin négatif est déposé un IgG (a la place de I’anticorps primaire) dilué
dans une solution de PBS/BSA4%/NGS5%.

Suite a cela, I’exces d’anticorps est éliminé par 3 bains de 5 minutes dans du PBS.
La solution de PBS/BSA4%/NGS5%, dans laquelle sont dilués I’anticorps secondaire et
le réactif de Hoechst (marquant I'ADN des noyaux) au 1000°™, est alors déposée sur les
coupes et laissée incuber pendant 1 heure a température ambiante en chambre humide et
obscure. L’anticorps secondaire utilisé est un anticorps anti-souris produit chez la chévre

(Life Technologies).

L’exces d’anticorps secondaires est éliminé par un ringage de 3 bains de 5 minutes
dans du PBS. Enfin le montage des lames est réalisé a 1’aide d’un milieu de montage
(Fluorescence Mounting Medium, Dako). Les lames doivent impérativement étre
conservées a ’abri de la lumicre afin de préserver la fluorescence émise par le

fluorochrome couplé a I’anticorps secondaire.
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Aprés séchage, les lames peuvent étre observées au microscope et les coupes
photographiées a 1’aide d’un systeme microscope / cameéra (ELIPSE 50i (Nikon, France) /
DSU1 (Nikon, France)) et d’un logiciel de traitement d’images (NIS-Elements (France)).

Les sites marqués apparaissent de la couleur de la longueur d’onde dans laquelle
émet le fluorochrome a savoir : les kératinocytes basaux marqués par la kératine 14 en

vert, et les noyaux marqués par le réactif de Hoechst en bleu.

3.2.5.3) Analyses transcriptomiques (étape 2 uniquement)
A la fin de la culture des PR, les prélévements nécessaires a I’analyse

transcriptomique sont placés dans du RNAlater. Cette analyse transcriptomique (ARN)
est prévue sur 3 morceaux de peau de chaque condition : analyse de I’ ARN total (3 moitiés
d’échantillon) et des ARN de I’épiderme et du derme (3 moitiés d’échantillon). Apres
analyse des résultats histologiques (cf. « 3.2) Résultats »), nous avons décidé de ne pas

réaliser d’analyses transcriptomiques.

3.2.5.4) Analyses protéomiques (étape 2 uniquement)
Les milieux de culture récoltés et congelés a -80°C (Cf. « 3.1.4) Analyse du

sécrétome (étape 2 uniquement) ») seront envoyés au CEA (Commissariat a 1’Energie
Atomique et aux énergies alternatives) de Grenoble pour analyse du sécrétome par

spectrométrie de masse.
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3.2.6) Protocole

LSC/BTC PROTOCOLE
Version 0
REDIGE PAR : E. Métral et S. Cade APPROUVE PAR: O. Damour

ETUDE DE L’EFFET DE L INCORPORATION
INTRADERMIQUE D’ASCs DANS UN MODELE 3D DE
VIEILLISSEMENT CUTANE

Données d’entrées
Dans cette étude, nous souhaitons tester la reproductibilité des effets des ASCs

observés au niveau cutané sur le modéle de sénescence in vitro (expérience
précédemment réalisée au laboratoire) en utilisant 2 autres souches d’ASCs (souche
d’ASCs n°1 pour I’étape 1 et souche d’ASCs n°2 pour I’étape 2). De plus, nous voulons
voir si ’impact de I’introduction des ASCs est retrouvé dans le modele de peaux
reconstruites « agées ». Ainsi, des ASCs sont incorporées dans des dermes équivalents de
PR obtenus avec des cellules &gées ou des cellules jeunes (fibroblastes et kératinocytes).
Nous pouvons donc comparer différents modeéles :

- fibroblastes jeunes et kératinocytes jeunes avec ou sans ASCs ;

- fibroblastes agés et kératinocytes jeunes avec ou sans ASCs ;

- fibroblastes jeunes et kératinocytes agés avec ou sans ASCs ;

- fibroblastes agés et kératinocytes agés avec ou sans ASCs.

Donnees de sortie
S'ils devaient confirmer les résultats préliminaires, les résultats « attendus »

seraient que 1’ajout d’ASCs au DE de nos PR, préparées avec des cellules jeunes, devrait
contrecarrer les effets du vieillissement en augmentant 1’épaisseur de 1’épiderme et du
derme, ainsi que la différenciation cellulaire. De plus, pour qu’un effet sur les peaux
reconstruites « &gées » soit mis en évidence, I’introduction d’ASCs au niveau des DE de
PR préparées avec des cellules agées devrait permettre aux PR de retrouver un aspect se

rapprochant de celui de PR préparées avec des cellules jeunes.
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3.2.6.1) ETAPE 1 : Confirmer [’effet des ASCs au niveau cutané avec la « souche
d’ASCs n°1 » [ Observer [’effet de ces ASCs sur nos modeles de peaux « agees »

CELLULES

Tableau 7 : Cellules utilisées pour I'étape 1

Cellules Souche Décongélation Utilisation PR
Kératinocytes jeunes CW12023KP P3 P5
(donneur : 2 ans)
Kératinocytes agés PSK04063 P3 P5
(donneur : 53 ans)
Fibroblastes jeunes CW12023FP P6 P8
(donneur : 2 ans)
Fibroblastes agés PSF04008 P3 P5
(donneur : 53 ans)
ASCs n°1 CY13025 GA P3 P5
(donneur : 34 ans,
IMC : 24,7)
Fibroblastes irradiés CW12023KPy P8
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MILIEUX

Tableau 8 : Milieux de culture utilisés au cours de I'étape 1

Milieu Période Périodicité Volume
Milieu de prolifération | ]J-7a]0 Changement 3 fois | Pour 9 T175 a
des fibroblastes par semaine raison de 20 ml par
flasque : 540 ml
Milieu de prolifération | ]J-7a]0 Changement 3 fois | Pour 2 T175 a
des ASCs : milieu BFGF par semaine raison de 20 ml par
flasque : 120 ml
Milieu derme équivalent | J0a]J21 Changement Pour 3 plaques
quotidien « 12 puits » a
raison de 3 ml par
puit: 2,2681
Milieu de prolifération |7 aJ21 Changement 3 fois | Pour 5 flasques a
des kératinocytes par semaine raison de 20 ml par
flasque : 1,400 1
Milieu peau reconstruite | J21a]28 Changement 1 fois | Pour 4 plaques « 6
Immersion tous les 2 jours puits » a raison de
7,5 ml par puit :
540 ml
Milieu Air/Liquide (A/L) | J28a]42 Changement 3 fois | Pour 5 boites de

par semaine

Pétri avec 60 ml
par boite : 1,8001

SUBSTRATS DERMIQUES

Utilisation de matrice du lot 2BLD0012.
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METHODOLOGIE DE CULTURE ET CONDITIONS OPERATOIRES

Temps de culture

sont récapitulées sur la figure 2 :

MONOCOUCHE

3D

Kératinocytes

—

J-7 JO J7 J14 J21 J28

Les peaux reconstruites sont cultivées pendant 42 jours. Les principales étapes

4"' } { T Immersion I

Keratinocytes

Figure 2 : Temps de culture (étape 1)

Méthodologie

Culture en monocouche

Lors de la culture en monocouche nous avons :

6 flasques de fibroblastes jeunes ;

3 flasques de fibroblastes ageés ;

2 flasques d’ASCs ;

3 flasques de kératinocytes jeunes sur couche nourriciere ;

2 flasques de kératinocytes ages sur couche nourriciere.

J35 J42
I |
I |
AL
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Culture en immersion

Lors de la phase d’immersion (de J21 a J28) les peaux reconstruites sont cultivées

comme présenté sur le tableau 9 :

Tableau 9 : Plan des plaques pour la culture en immersion (étape 1)

= _

Sans ASCs Avec ASCs
(25% des cellules du DE)
Fibroblastes | Fibro Fibro | Fibroblastes | Fibroblastes | Fibro Fibro | Fibroblastes
jeunes blastes | blastes L, jeunes blastes | blastes .,
agés agés
Q o jeunes O . jeunes

agés : Q agés : O
Kératinocytes jeunes Kératinocytes agés | Kératinocytes jeunes | Kératinocytes agés

== -=- ("7 (===

Nous avons une plaque supplémentaire pour le contrdle DE avec deux puits par

condition.
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Au moment d’ensemencer les kératinocytes, nous passons en plaque « 6 puits ».

Culture a interface air/liquide

Pour le passage en phase d’émersion (de J28 a J42), les PR sont cultivées dans 5
boites de Pétri.

ANALYSES

Nous avons 3 échantillons par condition, ce qui nous permet de réaliser différentes

analyses selon le schéma (figure 3) ci-dessous :

H IH
H : Analyses histologiques
H IH
IH : Analyses
immunohistologiques
H IH

Figure 3 : Plan des analyses (étape 1)

Analyses histologiques
A J42, nous observons 3 échantillons au microscope aprés coloration HPS.
Analyses immunohistochimiques

Les analyses immunohistochimiques seront réalisées en fonction des résultats

histologiques.
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3.2.6.2) ETAPE 2 : Confirmer [ effet des ASCs au niveau cutané avec la « souche d’ASCS

n°2 » / Observer [’effet de ces ASCs sur nos modéles de peaux « agées »

Cette deuxieme étape est la méme que la premiére mais les ASCs utilisés sont

issus d’un donneur différent.

Nous profitons de cette culture de PR « agées » pour récolter le milieu de culture
a différents stades. Cela nous permettra de faire une analyse comparative du sécrétome,
entre les situations avec ou sans ASCs, par spectrométrie de masse. Ainsi, nous devrions
mettre en évidence les facteurs impliqués dans les effets des ASCs sur le vieillissement

cutané.

3.2.6.2.1) Interfaces techniques

CELLULES

Comme présenté dans le tableau 10, nous utilisons les mémes souches que pour
I’étape 1 a I’exception de :
- fibroblastes &gés : nous avons choisi des fibroblastes moins agés que dans
I’étape 1 ;

- ASCs : nous avons choisi une souche d’ASCs différente.
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Tableau 10 : Cellules utilisées pour I'étape 2

Cellules

Souche

Décongélation

Utilisation PR

Besoins

Kératinocytes
jeunes

(donneur: 2 ans)

CW12023KP

p2

P4

30M

Kératinocytes
agés

(donneur :
53 ans)

PSK04063

p2

P4

30M

Fibroblastes
jeunes

(donneur : 2 ans)

CW12023FP

P6

P8

24,5M

Fibroblastes agés

(donneur :
44 ans)

PAF08052

P3

P5

24,5M

ASCs n°2

(donneur : 30 ans,
IMC: 27,1)

CAF0832GA

PO

p2

21 M

Fibroblastes
irradiés

FP0123y

P10

56 M
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MILIEUX

Tableau 11 : Milieux de culture utilisés au cours de I'étape 2

Milieu Période Périodicité Volume
Milieu de prolifération | J-7a]0 Changement 3 | Pour 10 T175 a raison de
des fibroblastes fois par semaine | 20 ml par flasque : 600 ml
Milieu de prolifération | J-7a]0 Changement 3 | Pour 7 flasques a raison
des ASCs : milieu BFGF fois par semaine | de 20 ml par flasque :
420 ml
Milieu de prolifération J-1a]Jo Une fois Pour 5 flasque a raison de
des ASCs appauvri en 20 ml par flasque : 100 ml
sérum
Milieu derme équivalent |JO a J19 | Changement Pour 6 plaques « 12
puis J20 a | quotidien puits » a raison de 3 ml
]21 par puit: 4,320 1.
Milieu derme équivalent | ]J19a]20 Changement Pour 6 plaques « 12
appauvri en sérum quotidien puits » a raison de 3 ml
par puit: 216 ml
Milieu de prolifération J7 aJ21 Changement 3 | Pour 8 flasques a raison
des kératinocytes fois par semaine | de 20 ml par flasque :
960 ml
Milieu peau reconstruite | J21a]28 Changement tous | Pour 10 boites de Pétri a
Immersion les 2 jours raison de 36 ml par boite :
1440 ml
Milieu Air/Liquide (A/L) |]28a]42 Changement 3 | Pour 10 boites de Pétri

fois par semaine

avec 60 ml par boite :
3600 ml

SUBSTRATS DERMIQUES
Utilisation de matrice du lot 2BLD0012.
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METHODOLOGIE DE CULTURE ET CONDITIONS OPERATOIRES

Les peaux reconstruites (3D) sont réalisées dans 6 plaques « 12 puits » a partir de

la matrice collagéne-glycosaminoglycane-chitosane du laboratoire.

Temps de culture

MONOCOUCHE

3D

® récolte et congélation du milieu de culture a -80°C pour doser le sécrétome

Les principales étapes sont récapitulées sur la figure 4 :

Méthodologie

Keratinocytes

—
o

J7 J14 lm J28
|

J35 J42

|
l ] | Immersion |

Keratinocytes

Figure 4 : Temps de culture (étape 2)

AL

Culture en monocouche pour analyse du sécrétome et amplification pour préparation des

PR

Lors de la culture en monocouche nous avons :

4 flasques de fibroblastes jeunes (qui serviront a I’ensemencement des matrices)

+ 1 flasque (pour doser le secrétome) ;

1 flasque de fibroblastes jeunes + ASCs (pour doser le sécrétome) ;

4 flasques de fibroblastes dgés (qui serviront a I’ensemencement des matrices) +

1 flasque (pour doser le secrétome) ;

1 flasque de fibroblastes agés + ASCs (pour doser le sécrétome) ;
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- 4 flasques d’ASCs seuls (qui serviront a I’ensemencement des matrices) +

1 flasque (pour doser le sécrétome) ;

- 4 flasques de kératinocytes jeunes sur couche nourriciere (pour ensemencer sur
les DE) ;

- 4 flasques de kératinocytes ages sur couche nourriciére (pour ensemencer sur les
DE).
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Culture en immersion

Lors de la phase d’immersion (de J21 a J28), les peaux reconstruites sont cultivées

comme présenté sur le tableau 12 :

Tableau 12 : Plan des plaques pour la culture en immersion (étape 2)

Fibroblastes jeunes

O

Fibroblastes agés

O

Sans ASCs

Avec ASCs

(25 %)

Sans ASCs

Avec ASCs

(25 %)

__________

_______\
N

- || QOO0 0000
o N\ | ——

Kératinocytes EQ Q i /0 O Il i\
agés Q Q |
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Nous avons 2 plaques supplémentaires pour les controles :
- 1 plaque pour le controle DE avec deux puits par condition ;
- 1 plaque ou le DE n’est fait qu’avec des ASCs (100%) et ou nous avons 6 puits

avec des kératinocytes jeunes et 6 puits avec des kératinocytes agés.

Au moment d’ensemencer les kératinocytes, nous passons en boites de Pétri.

Culture a ’interface air/liquide

Pour le passage en phase d’émersion (de J28 a J42), les PR sont cultivées dans 10
boites de Pétri.

ANALYSES

Nous avons 6 échantillons par condition ce qui nous permet de réaliser différentes
analyses (cf. figure 5) :
- 3 demi-échantillons pour les analyses histologiques ;
- 3 demi-échantillons pour les analyses immunohistologiques ;
- 3 demi-échantillons pour I’analyse transcriptomique de I’ARN total ;
- 3 demi-échantillons pour I’analyse transcriptomique de I’ ARN épidermique d’une

part et dermique d’autre part.
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ARN
H IH ARNt e/d H : Analyses histologiques

IH : Analyses
immunohistologiques

ARNt : Analyse transcriptomique
H ARNt | ARN de 'ARN total

ARNe/d : Analyse
transcriptomique des ARN de
I’épiderme et du derme

ARN

H | H
ARNE |

Figure 5 : Plan des analyses (étape 2)

Traitement des échantillons

A J42, selon les analyses, les échantillons de chaque condition sont traités

comme suit :

- Analyses histologigues

Observation de 3 échantillons au microscope apres coloration.

- Analyses immunohistochimiques

Les analyses immunohistochimiques seront réalisées en fonction des résultats

histologiques.

- Analyses transcriptomigues

Les analyses transcriptomiques seront réalisées en fonction des résultats

histologiques.
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Analyses protéomiques :

Sur les 42 jours de culture, le milieu de culture (avec 0,1% de sérum) est récolté
et congele (a -80°C) aux étapes clés suivantes afin de doser le sécrétome :
- aJ0: alafin de la culture des ASCs, des fibroblastes (jeunes et agés) et du
meélange ASCs/fibroblastes en monocouches ;
- aJ20: sur le derme équivalent, un jour avant I’ensemencement des kératinocytes ;

- aJ35: durant la culture a I’interface air/liquide.

A J-1 et J19 (24h avant de récolter le milieu), il ne faut pas oublier de changer le
milieu de culture et d’utiliser du milieu appauvri en sérum (avec seulement 0,1% de
sérum).

Nous enverrons ces milieux récoltés au CEA de Grenoble pour analyse du

sécrétome.
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3.2.6.2.2) Interfaces organisationnelles

Tableau 13 : Planning prévisionnel

Date

Etape

Acteurs

J-10

Lundi 12
janvier 2015

Décongélation des fibroblastes (jeunes et agés) et des
ASCs.

Ensemencement pour amplification dans les 5

conditions :

- fibroblastes jeunes seuls ;

- fibroblastes jeunes avec ASCs ;
- fibroblastes agés seuls ;

- fibroblastes agés avec ASCs ;
- ASCs seuls.

EM +
SRC

J-2

Mardi 20
janvier 2015

Préparation des matrices dans de l'alcool stérile : 6
plaques « 12 puits ».

EM +
SRC

J-1

Mercredi 21
janvier 2015

Ringage des matrices au PBS.

Ringcage des matrices au DMEM.
Equilibrage des matrices avec DMEM/SV.
Préparation du milieu DEA (sans ATB).

Changement de milieu des fibroblastes, des ASCs et des
mélanges ASCs/fibroblastes qui serviront au dosage du
sécrétome avec milieu ASCs avec 0,1% de sérum.

EM +
SRC

JO

Jeudi 22
janvier 2015

Récolte des milieux des fibroblastes, des ASCs et des
mélanges ASCs/fibroblastes pour dosage du sécrétome,
congélation des milieux a -80°C.

Trypsination, comptage et ré-ensemencement des
fibroblastes et des ASCs ayant servi a doser le sécrétome
(1 jour avec 0,1% de sérum).

fibroblastes et des ASCs et

ensemencement sur matrice (DE) :

Trypsination des

- fibroblastes jeunes seuls ;

- fibroblastes jeunes seuls (75%) + ASCs seuls
(25%) ;

- fibroblastes agés seuls ;

- fibroblastes agés seuls (75%) + ASCs seuls
(25%) ;

- ASCsseuls.

EM +
SRC
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]7 | Jeudi 29 | Décongélation et ensemencement des couches | SRC
janvier 2015 | nourricieres.
J11 | Lundi 2 | Trypsination et comptage des ASCs et des fibroblastes | SRC
février 2015 | en monocouche qui avaient été ré-ensemencés a JO
apres avoir servi a doser le sécrétome.
J14 | Jeudi 5 | Décongélation et ensemencement des kératinocytes sur | SRC
février 2015 | les couches nourriciéres.
J18 | Lundi 9 | Controle du derme équivalent. SRC
février 2015
J19 | Mardi 10 | Changement de milieu DE (avec 0,1% de sérum) + | SRC
février 2015 | vitamine C + EGF.
J20 | Mercredi 11 | Récolte des milieux des DE, centrifugation et | SRC
février 2015 | congélation a -80°C.
J21 | Jeudi 12 | Trypsination des kératinocytes et ensemencement sur | EM  +
février 2015 | la matrice (DE) avec milieu PR selon les résultats des | SRC
controles DE.
J28 | Jeudi 19 | Elévation a I'interface air/liquide avec milieu A/L. EM +
février 2015 SRC
]34 | Mercredi 25 | Changement de milieu A/L (avec 0,1% de sérum) + | SRC
février 2015 | vitamine C
J]35 | Jeudi 26 | Récolte des milieux des PR et congélation a -80°C. SRC
février 2015 . . .
Changement de milieu A/L + vitamine C.
J42 | Jeudi 5 mars | Arrétde la culture. EM +
2015 SRC
J42 Analyses histologiques, protéomiques et | EM +
et + transcriptomiques. SRC
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3.3) Resultats

3.3.1) Etape 1

La figure 6 montre les résultats histologiques des PR préeparées avec des cellules
cutanées de donneurs de différents ages avec ou sans ASCs (souche d’ASCs n°1) a 42

jours de culture.

Nous observons que I’ajout de 25% d’ASCs aux fibroblastes jeunes apporte un
aspect morphologiquement amélioré par rapport aux conditions sans ASCs (pour une
densité finale du DE identique) quel que soit I’age des kératinocytes.

En effet, I’ajout d’ASCs a permis d’obtenir un épiderme plus épais et bien
différencié avec une conservation de I’homéostasie. Les cellules de la couche basale
apparaissent palissadiques. De plus, la différenciation terminale est obtenue : couche
granuleuse et couche cornée développées. Si nous comparons ces conditions avec ASCs
aux conditions sans ASCs, pour des kératinocytes du méme age, nous constatons qu’en
absence d’ASCs les cellules basales sont plus grosses et la couche cornée absente.

Au niveau du derme, I’analyse histologique de I’ajout d’ASCs ne permet pas de
mettre en évidence des différences en terme de quantité de matrice extracellulaire

sécrétée.

Pour les PR préparées avec les fibroblastes agés, la MEC néosynthétisée est moins
dense que pour les PR préparées avec des fibroblastes jeunes. Par conséquent, les
kératinocytes tombent dans les pores du substrat dermique insuffisamment comblés. Si
I’ajout d’ASCs aux dermes des PR préparées avec les fibroblastes agés semble limiter la
chute des kératinocytes dans la partie dermique, il ne I’empéche pas totalement. Ce biais

empéche de mesurer I’impact sur I’épaisseur de I’épiderme.
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Fibroblastes jeunes +
kératinocytes jeunes

Fibroblastes agés +

kératinocytes jeunes

Fibroblastes jeunes +
kératinocytes agés

Fibroblastes agés +
kératinocytes agés

Sans
ASCs
n°l
(grossi
ssemen
t x10)

Avec
ASCs
n°1
(grossi
ssemen
t x10)

Figure 6 : Résultats histologiques — J42 — Etape 1
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3.3.2) Etape 2

La figure 7 montre les résultats histologiques des PR « contrdles », dont les dermes
ont été préparés avec uniquement des ASCs (souche d’ASCs n°2) ou uniquement des
fibroblastes jeunes et épidermisés avec des kératinocytes jeunes ou ageés, au bout de 42
jours de culture.

L’analyse des PR, dont le derme est constitué uniquement d’ASCs, montre que,
méme si les ASCs migrent, proliférent et secretent de la MEC, cette derniére est
insuffisante pour obtenir un épiderme organisé, pluristratifié et différencié. De plus, grace
au marquage des kératinocytes basaux a la kératine 14 (cf. Figure 8), nous avons mis en
évidence la chute des kératinocytes (jeunes ou agés) dans le substrat dermique non
suffisamment rempli.

Par ailleurs, si I’on s’intéresse aux PR dont le derme est composé de fibroblastes
jeunes sans ASCs, nous observons une matrice extracellulaire dense qui évite cette chute
et permet le développement d’un épiderme pluristratifié, différencié et bien ancré au DE.
Cette analyse ne met pas en évidence de différence significative selon 1’age des

kératinocytes.
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Derme constitué uniquement d’ASCs n°2

(grossissement x10)

Derme constitué uniquement de fibroblastes jeunes
(grossissement x10)

Kératinocytes
jeunes

Kératinocytes agés

Figure 7 : Résultats histologiques — Contréles — J42 — Etape 2
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Figure 8 : Marquage immunofluorescent des kératinocytes basaux a la kératine 14 — Contréles — J42 —
Etape 2 — Grossissement x10
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La figure 9 montre les résultats histologiques des PR préparées avec des
fibroblastes et des kératinocytes de donneurs de différents ages, avec ou sans ASCs
(souche d’ASCs n°2), au bout de 42 jours de culture.

Avec cette souche d’ASCs, nous sommes surpris d’observer que, méme avec les
fibroblastes jeunes, I’apport d’ASCs n’a pas donné¢ d’amélioration contrairement aux
deux autres expérimentations. En effet, dans les conditions ou nous avons ajouté des
ASCs aux fibroblastes jeunes, 1’épiderme apparait plus fin et non-différencié
(kératinocytes jeunes) ou moins différencié (kératinocytes agés) que dans les conditions
sans ASCs.

Leur ajout aux fibroblastes 4gés conduit & une matrice extracellulaire si pauvre
que de nombreux kératinocytes ont pénétré dans le derme alors que cette chute n’est pas
présente sans ASCs. Cependant, malgré cette pénétration, un épiderme plus épais est

obtenu en ajoutant des ASCs aux fibroblastes agés des DE des PR.
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Fibroblastes jeunes +

kératinocytes jeunes

Fibroblastes agés +

kératinocytes jeunes

Fibroblastes jeunes +

kératinocytes agés

Fibroblastes agés +

kératinocytes ages

Sans
ASCs
n°2
(grossis
sement
*10)

Avec
ASCs
n°2
(grossis
sement
*10)

Figure 9

: Résultats histologiques — J42 — Etape 2
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3.4) Discussion
Pour étudier le vieillissement cutané, le LSC a développé deux modeles a partir

du modeéle de peau reconstruite en éponge collagéne-glycosaminoglycane-chitosan :

- le modéle de sénescence in vitro : cinétique longue (culture de 42 & 120 jours) de
peaux reconstruites réalisées a partir de fibroblastes et kératinocytes issus de
patients jeunes ;

- le modéle de peaux reconstruites « agées » réalisées a partir de kératinocytes et
de fibroblastes issus de patients agés, comparé avec des peaux reconstruites

préparees avec des fibroblastes jeunes

Le but de cette étude est de confirmer I’effet des ASCs observés sur le modele de
sénescence in vitro (expérience précédemment réalisée au laboratoire ) et de
démontrer la reproductibilité des effets de différentes souches d’ASCs sur les cellules
cutanées. Pour cela, nous avons utilisé le modele de PR « agées » en incorporant les ASCs
dans des PR préparees avec différentes combinaisons de fibroblastes et de kératinocytes
jeunes versus agés. De plus, nous voulions voir si I’impact de I’introduction des ASCs
était retrouvé dans ce modele de PR « agées ». Les deux souches d’ASCs choisies pour
ce travail sont issues de donneurs d’age et d’indice de masse corporelle proches de ceux
des donneurs des ASCs utilisés pour 1’étude sur le modele de sénescence in vitro

Les résultats attendus seraient que I’ajout d’ASCs aux fibroblastes jeunes devrait
contrecarrer les effets du vieillissement. Ainsi, histologiquement, nous devrions voir une
augmentation de I’épaisseur, de I’organisation et de la différenciation de 1’épiderme ainsi
que la stimulation de la synthése de MEC du derme. Sur les peaux reconstruites préparées
avec des fibroblastes agés, 1’effet positif des ASCs serait de retrouver un aspect se
rapprochant de celui de PR préparées avec des cellules jeunes c’est-a-dire stimulant la
synthese de MEC des fibroblastes agés connue pour étre insuffisante . La chute des
kératinocytes dans les pores du substrat dermique (désormais bouchés) ne devrait ainsi

plus avoir lieu.
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Nos résultats montrent que :

- Avec des fibroblastes jeunes épidermisés avec des kératinocytes jeunes ou
ageés, I’effet des ASCs sur les PR préparées varie selon 1’origine des ASCs (variabilité
interindividuelle des donneurs).

En effet, si I’on regroupe les résultats de 1’étude préliminaire (modéle de
sénescence in vitro) ,de I’étape 1 et de I’étape 2, nous observons leur effet bénéfique
sur I’épiderme pour deux souches d’ASCs sur trois.

Ainsi, pour deux souches d’ASCs, leur ajout aux fibroblastes jeunes donne un épiderme
plus épais et plus différencié grace a un derme rempli par une matrice extracellulaire plus
dense.

Par contre, avec la troisiéme souche, I’épiderme apparait plus fin et moins
différencié et aucun effet sur le derme n’est visible en histologie. Quelles que soient les
combinaisons, la MEC néosynthétisée est suffisante pour éviter la chute des kératinocytes
dans le derme.

Pour vérifier I’hypothése de la variabilité interindividuelle des ASCs il ne faudrait
faire varier qu’un seul paramétre : 1’identité des souches d’ASCs. L’idée serait de
comparer des souches d’ASCs de différents donneurs (souches d’ASCs n’ayant pas donné
les résultats attendus d’une part, et souches d’ASCs ayant donné les effets attendus
d’autre part) tout en utilisant les mémes souches de kératinocytes jeunes et de fibroblastes
jeunes validés pour donner de belles PR.

En analysant les « contrdles » de 1’étape 2, nous avons constaté que, dans les
situations ou le derme des PR était constitué uniquement d’ASCs, la matrice
extracellulaire n’¢était pas assez dense pour boucher les pores du substrat dermique d’ou
une chute de I’épiderme dans la partie dermique. Ces ASCs n’ayant pas donné les résultats
attendus avec les fibroblastes jeunes, il est possible que ce mauvais résultat soit inhérent
a cette souche. Le probleme est que, ce contrdle n’étant pas systématique, nous ne
pouvons relier la morphologie de cette PR avec la souche. Nous proposons donc
d’ensemencer des ASCs qui ont eu des effets bénéfiques lorsqu’ils étaient ajoutés aux DE
de PR (ASCs utilisés lors de 1’étape 1 par exemple) et de les cultiver seuls avec des

kératinocytes validés pour la préparation de PR cultivées.
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- Avec des fibroblastes agés, sur les deux expérimentations effectuées dans ce
travail, les résultats semblent &ge-dépendants.

En effet, avec des fibroblastes du donneur le plus vieux (53 ans), la MEC
insuffisante, en absence ou en présence d’ASCs, induit la chute des kératinocytes.

Avec des fibroblastes du donneur de 44 ans seuls, la MEC apparait suffisante pour
remplir les pores et permettre un développement harmonieux de 1’épiderme. Par contre,
nous avons été surpris d’observer que celle-ci est insuffisante quand on ajoute 25%
d’ASCs. Si, au niveau du derme, I’effet n’est pas bénéfique, on remarque que I’épiderme
préparé avec des kératinocytes agés était plus épais avec ASCs que sans. Cela s’explique
probablement par un effet paracrine des ASCs sur les kératinocytes.

Contrairement a notre hypothese, les 2 souches d’ASCs n’ont pas stimulé les
fibroblastes agés quel que soit I’age du donneur, puisque, dans toutes les situations ou
I’on a ajouté des ASCs aux fibroblastes agés, 1’épiderme a invaginé le derme. Nous
suggérons donc que, quels que soient les ASCs et le sécrétome libérés, les fibroblastes

agés n’ont plus suffisamment de récepteurs aux facteurs paracrines libérés par les ASCs

Pour résumer, 1’ajout d’ASCs a des fibroblastes trés jeunes et 4gés a montré une
influence de 1’age des fibroblastes et/ou de la variabilité interindividuelle des donneurs
d’ASCs. Pour compléter nos données, nous envisageons d’évaluer le sécrétome (en
monocouche et sur les PR) en épidermisant avec les mémes kératinocytes jeunes des PR
préparées avec et sans ASCs a partir de fibroblastes issus de donneurs d’ages différents :

- jeunes enfants (donneurs de moins de 5 ans) ;

- jeunes adultes (donneurs de 15 a 25 ans) ;

- adultes (donneurs de 25 ans a 40 ans) ;

- adultes plus agés (donneurs de plus de 40 ans).

De plus, I’« effet-souche » des ASCs est a rapprocher de celui observe in vivo lors de
I’injection de tissu adipeux . Pour une application clinique des ASCs, il apparait
indispensable de valider les ASCs avant leur utilisation. Un contrdle d’efficacité pertinent

doit &tre développé.
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Pour cela nous avons prévu par la suite d’analyser le sécrétome des ASCs seules
et en combinaison avec des fibroblastes en monocouche et dans les PR apres
épidermisation par des keratinocytes. L’objectif est de relier le profil des facteurs de
croissance sécrétes a I’effet comblement des pores du substrat dermique et stimulant des

fibroblastes et des kératinocytes.

Pour finir, en comparant 1’étude préliminaire , qui utilisait un modele de peaux
jeunes cultivées pendant 100 jours pour obtenir une sénescence in vitro, aux étapes 1 et
2, qui utilisent des PR composées de fibroblastes et de kératinocytes jeunes ou agés, afin
de mimer des peaux de patients jeunes ou agés, nous réalisons que le deuxiéeme modele
est plus aléatoire que le premier. En effet, en plus de la variabilité interindividuelle liée
aux donneurs de souches d’ASCs utilisées dans tous les cas, dans les étapes 1 et 2, nous
ajoutons une variabilité interindividuelle liée aux donneurs de fibroblastes jeunes et agés
d’une part et de kératinocytes jeunes et agés d’autre part. Tous ces parametres seront a
prendre en compte lorsque nous voudrons utiliser nos résultats pour une application

clinique.
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3.5) Conclusions

ISPB - FACULTE DE PHARMACIE

CONCLUSIONS

THESE SOUTENUE PAR : Mme CADE Sara

Depuis la fin du 19°™ siécle, le tissu adipeux est utilisé comme produit de
comblement en chirurgie plastique et reconstructrice au niveau des rides du visage ou du
dos de la main par exemple. En plus de I’effet de comblement, le tissu adipeux apporte
une amélioration de la qualité de la peau au niveau de la greffe : augmentation de son
épaisseur, meilleure élasticité ou encore disparition des taches brunes. Cet effet est
variable selon les individus. L hypothése avancée pour expliquer cette variabilité est que
la proportion en cellules souches mésenchymateuses (ASCs pour « Adipose-derived Stem
Cells ») contenues dans la fraction stromale vasculaire du tissu adipeux est variable d’un

sujet & ’autre. -

L’objectif de notre étude était de vérifier, dans un modéle de peau reconstruite
« 4gée », 'impact des ASCs sur la qualité de la peau et les mécanismes de vieillissement

cutané.

Dans une étude préliminaire réalisée au laboratoire sur un modéle de sénescence
in vitro, ’effet des ASCs sur le processus de vieillissement cutané a été démontré. En
effet, leur ajout a montré une amélioration de la qualité de I’épiderme et du derme, une
augmentation de la capacité de prolifération des kératinocytes et un retardement de la
sénescence. Ce résultat restait a confirmer avec des ASCs d’autres donneurs et en
utilisant, cette fois, un modéle de peaux reconstruites « dgées » ¢’est & dire préparées avec
des fibroblastes et des kératinocytes de sujets dgés en comparaison avec des peaux

reconstruites préparées avec des fibroblastes et des kératinocytes de sujets jeunes.
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Nos résultats sont les suivants :

- L’incor'porati_on' d’ASCs au niveau du derme équivalent de peaux reconstruites
peut avoir un_ effet béne’ﬁque '(retr_oﬁvé dans deux cas sur trois) sur les peaux
reconstruites préparées avec des fibroblastes jeunes, que les kératinocytes: sbient
jeunes ou Aageés. .Toutcfois; cet effet est variable selon les donneurs d’ASCs
(variabilité interindividuelle).

- L’effet de cette incofporation d’ASCs au niveau du derme équivalent de peaux

reconstruites préparées avec des fibroblastes agés reste a démontrer.

Finalement, les ASCs peuvent présenter un intérét pour des applications cliniques
- (lutte contre le vieillissement, greffes de peau, aide a la cicatrisation, etc.) mais des
controles d’efficacité fiables doivent étre développés avant de les utiliser chez des

- patients.

Le Président de Ia thése, Vu et permis d’'imprimer, Lyon, le i 2 MAI 2015
Nom : Pr. LAWTON Philippe - ~ Vu, la Directrice de [llnstitut des
- Sciences Pharmaceutiques et Biologiques, Faculté de Pharmacie

‘Signature : g . : g
: , o Pour le Président de I'Université Claude Bernard Lyon 1,
44@’

Professeure C. VINCIGUERRA~
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CADE Sara

Influence des cellules souches du tissu adipeux sur le vieillissement cutané : utilisation d’'un
modéle tridimensionnel.

Th. D. Pharm., Lyon 1, 2015, 78 p.

RESUME

Lors de son utilisation comme produit de comblement en chirurgie plastique, le tissu adipeux
apporte une amélioration de la qualité de la peau au niveau de la greffe. Cet effet pourrait étre dii a la
présence de cellules souches mésenchymateuses dans le tissu adipeux : les ASCs (pour « Adipose-
derived Stem Cells »).

Une étude préliminaire, utilisant un modele de sénescence in vitro, a démontré 'effet des ASCs
sur le processus de vieillissement cutané.

L’objectif de ce travail est de vérifier, dans un modeéle de peau reconstruite « agée », I'impact de
ces cellules souches sur la qualité de la peau et les mécanismes de vieillissement cutané.

Pour ce faire, nous avons incorporé des ASCs de deux donneurs différents au niveau du derme
équivalent de peaux reconstruites préparées avec des combinaisons de fibroblastes et de
kératinocytes jeunes et agés.

Nous avons ainsi montré que l'ajout d’ASCs peut avoir un effet bénéfique sur les peaux
reconstruites préparées avec des fibroblastes jeunes, épidermisés avec des kératinocytes jeunes ou
agés. Toutefois, cet effet est variable selon les donneurs d’ASCs (variabilité interindividuelle).

L’'impact de l'incorporation d’ASCs au niveau du derme équivalent de peaux reconstruites
préparées avec des fibroblastes agés reste a démontrer.

En conclusion, nos résultats suggerent que les ASCs peuvent présenter un intérét en médecine
régénérative. Des contrdles d’efficacité fiables doivent étre développés avant leur utilisation clinique.
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