libres trés réactifs), ils endommagent les fibroblastes et favo-
risent la synthese de protéines responsables de la dégra-
dation du collagene. Grace aux modeles de peaux
reconstruites contenant I'épiderme et le derme, on a mon-
tré que les kératinocytes de I'épiderme participent indi-
rectement aux phénomenes de photovieillissement: ils
sécrétent, sous 1'action des ultraviolets B, des facteurs solubles
qui entrainent la synthese d’enzymes de dégradation du
collagéne par les fibroblastes du derme.

L'étude des maladies de la peau

Les peaux reconstruites sont aussi des modeles d'étude pour
des maladies de peau, telles que Xeroderma pigmentosum (XP).
C’est une maladie génétique rare due a une déficience de
réparation des lésions induites dans I’ADN par les ultra-
violets. Alors que les cellules normales réparent les Iésions
(mutations) induites par les ultraviolets grace a des enzymes
deréparation spécifiques, les cellules XP en sont incapables.
Les patients ont une sensibilité exacerbée vis-a-vis du soleil
et développent tres tot dans I'enfance des cancers cutanés
sur les zones exposées. L'équipe d'Alain Sarasin, du CNRS-
UPR 2169, a I'Institut Gustave Roussy, en collaboration avec
I'équipe de Frangoise Bernerd et D. Asselineau, des Labora-
toires L'Oréal, ont mis au point un modele de peau recons-
truite a partir de kératinocytes et de fibroblastes de patients
atteints de lamaladie. Les résultats montrent des altérations
spontanées de la prolifération et de la différenciation des
kératinocytes. De plus, les fibroblastes de ces patients
semblent interagir de fagon particuliére avec les kératino-
cytes: I'épiderme s'invagine anormalement dans 1'équiva-
lent de derme en formant des kystes qui évoquent les toutes
premieres étapes de la formation d"une tumeur.

Quand la peau reconstruite a partir de cellules XP est expo-
sée aux ultraviolets, les mutations de I'’ADN perdurent alors
que, dans les peaux normales, elles sont réparées au bout de
quatre jours. Les biologistes ménent des essais de correc-
tions génétiques en introduisant le géne de réparation nor-
mal dans les kératinocytes XP. Ils cherchent a savoir si les peaux
reconstruites avecles cellules génétiquement corrigées se com-
portent comme des peaux normales vis-a-vis dela réparation
des Iésions de ’ADN induites par les ultraviolets.

Le mélanome, dii ala prolifération des mélanocytes, est
une autre pathologie de la peau dont la compréhension a
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4. Les modeles de peau contenant des mélanocytes « bron-
zent » quand ils sont exposés aux ultraviolets, la coloration étant d’au-
tant plus intense que I'exposition est prolongée /d droite).
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progressé grace a l'utilisation de modéles de peau recons-
truite. Le bon fonctionnement de I'épiderme, comme celui
de tous les tissus, est régi par 1'équilibre qui regne entre la
prolifération, la différenciation et 'apoptose des cellules.
Cet équilibre permet de conserver I'architecture tissulaire
et en particulier de maintenir la bonne localisation des dif-
férents types cellulaires dans les tissus.

Dans la peau normale, la division des mélanocytes est
sous le contrdle des kératinocytes, lesquels favorisent
I’expression de protéines impliquées dans la communica-
tion intercellulaire: I'une d’elles est I'E-cadhérine. Grace
aux peaux reconstruites, il a été montré que les mélano-
cytes échappent au controle des kératinocytes en expri-
mantnon plus I'E-cadhérine, mais la N-cadhérine, et qu'ils
se mettent a communiquer avec les fibroblastes. En consé-
quence, les mélanocytes migrent dans le derme au lieu de
rester dans I’épiderme. Cette modification du dialogue
entre cellules participe au développement du processus de
cancérisation.

Les applications cliniques

L'utilisation des épidermes reconstruits la plus remarquable
est celle des épidermes utilisés pour le traitement des grands
brilés. Les premiers essais cliniques de greffes d’épithé-
liums autologues obtenus en culture remontent a 1979.
Depuis des sociétés de biotechnologie, telles que Genzyme
Biosurgery, ont vu le jour et produisent des épithéliums de
culture pour les greffes. L’hopital envoie au laboratoire
quelques centimetres carrés d’échantillon de peau du
patient, et apres deux a trois semaines de culture, plus de
un metre carré d’épiderme est produit et peut étre appli-
qué sur le patient. Cela indique que les kératinocytes se
sont multipliés par 10000. La qualité du systeme de cul-
ture des cellules et, en particulier, le maintien des kérati-
nocytes souches, ceux qui conservent la capacité de régénérer
I"’épiderme tout aulong dela vie, est primordiale pour assu-
rer la prise des greffes et la pérennité de I'épiderme.

Le domaine d’application des peaux reconstruites en
clinique concerne essentiellement le traitement des plaies
chroniques, par exemple les ulceres de la jambe chez les
sujets diabétiques ou les ulceres variqueux. Deux types de
produits peuvent étre utilisés : des cellules du patient (auto-
logues) ou des cellules d'une autre personne (allogéniques).
La Société Organogenesis produit de fagon industrielle des
peaux équivalentes allogéniques pour traiter les ulceres
de jambe. Cette peau artificielle est composée d'un com-
partiment dermique et d'un compartiment épidermique.
Appliquée sur la plaie, elle agit comme un pansement bio-
logique. Elle libere des facteurs de croissance et stimule
les propres cellules du patient: ces dernieres se mettent a
sécréter aussi des facteurs de croissance qui favorisent la
cicatrisation et stimulent la multiplication des cellules du
bord de la plaie et leur migration pour refermer 1'ulcere.

La fabrication d’épiderme de culture a partir de che-
veux épilés est un autre moyen intéressant d’obtention
des peaux reconstruites. Les kératinocytes situés le long
de la gaine externe du cheveu ont une grande capacité de
multiplication, quel que soit I'age du patient. Apres plu-
sieurs semaines de culture, il est possible dobtenir des petits
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5.Comparéeaune peau reconstruite normale (@ gauche), lapeau
reconstruite avec des cellules d'un sujet atteint de la maladie génétique

épidermes de culture qui sont greffés sur les plaies et parti-
cipenta la fermeture del'ulcere. Ces modeles de peaux recons-
truites sont aussi utilisés pour traiter les plaies aigués qui
apparaissent parfois aprés une intervention chirurgicale visant
a retirer une zone de peau cancéreuse ou un tatouage.

A cejour, la thérapie tissulaire a partir des peaux recons-
truites a permis de sauver des milliers de vies humaines
dans le cas des grands brfilés et a apporté de nouvelles
fagons de traiter les ulceres. Toutefois, la reconstruction
n’est généralement ni parfaite ni compleéte. C’est pour-
quoi les biologistes étudient de nouveaux substrats qui faci-
litent la culture et la transplantation des épithéliums, par
exemple des films de fibrine, et qui favorisent la réorga-
nisation et la revascularisation du derme.

Les cellules souches, matériau
de reconstruction de demain ?

Dans les tissus adultes, des cellules souches pluripotentes
persistent. Elles assurent la survie et le renouvellement du
tissu tout au long de la vie de I'individu. Capables d’autore-
nouvellement, elles donnent naissance a des cellules dont la
capacité de prolifération est limitée et qui sont a la source de
cellules différenciées. Les cellules souches épidermiques sont
localisées au niveau du follicule pileux et dans I'épiderme
interfolliculaire. Elles ont un important potentiel de prolifé-
ration in vitro. Aujourd hui, les cellules souches sont difficiles
aisoler parce qu’elles ne sont que partiellement caractérisées:
elles n’expriment quasiment pas de marqueurs de surface a
I’exception de certaines protéines d’adhérence qui les main-
tiennent a leur place. Disposer d"une carte d"identité plus pré-
cise des cellules souches épidermiques nous permettra de
les sélectionner plus aisément. Bien qu’elles soient déja enga-
gées dans une voie de différenciation (celle des cellules de
I'épiderme), elles conservent une plasticité notable. Ainsisous
I'influence de signaux dermiques appropriés, il est possible
d’orienter leur différenciation en follicules pileux, en glandes
sébacées et en glandes sudoripares.

Toutefois, la multiplication de ces cellules est régulée
par un mécanisme naturel, une «horloge mitotique» qui
limite le nombre possible des divisions cellulaires. Cette
horloge est controlée par la perte progressive des séquences
d’ADN situées al’extrémité des chromosomes, les télomeres.
L'étude de cette horloge montre que le potentiel de division
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des cellules est réduit lorsque les cellules sont multipliées
en culture, et 'un des principaux enjeux du futur sera de
décrypter et de maitriser 'horloge mitotique de ces cellules.

Malgré les nombreuses similitudes entre la peau humaine
normale et les modeles de peaux reconstruites, certaines
limites existent, et, selon1'application, les parametres & amé-
liorer different. Dans le cas de l'utilisation de ces modeles
pour des applications in vitro, il est nécessaire de renforcer
la fonction barriere, et d’activer les enzymes responsables
de la desquamation. Dans le cas des applications cli-
niques, les biologistes cherchent a optimiser le support de
greffe en préparant le lit de greffe avec des pansements
biologiques, et a développer un substrat dermique qui aura
les propriétés élastiques du derme. Bien que des améliora-
tions aient déja été apportées au niveau du substrat der-
mique, la prise de greffe est toujours délicate, et Iaspect
esthétique limité. Disposer des annexes cutanées, notam-
ment des glandes sudoripares essentielles pour la régula-
tion thermique et des follicules pileux, est un défi a relever.

L'ingénierie tissulaire de la peau progressera quand on
maitrisera mieux 'identification, I'isolement et la multi-
plication des cellules souches adultes, et le role de leur
microenvironnement. Une meilleure compréhension des
mécanismes impliqués dans le vieillissement de la peau
et une amélioration du traitement des grands brfilés en sont
deux enjeux majeurs.

Xeroderma pigmentosum [ droite] présente desinvaginations de I'épiderme
dans le derme. Clest le signe des phénomenes de cancérisation précoce.

Corinne FERRARIS dirige I'équipe Nouveaux modéles du Départe-
ment des peaux reconstruites des Laboratoires L'Oréal.
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