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Serment d'Hippocrate

Au moment d étre admis a devenir membre de la profession médicale, je
m’engage solennellement a consacrer ma vie au service de [’ humanité.
Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont
dus.

Je pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes
malades sera mon premier but.

Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

Je maintiendrai par tous les moyens en mon pouvoir ["honneur et les
nobles traditions de la profession médicale.

Les médecins seront mes freres.

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune conside-
ration politique et sociale, ne s'interposera entre mon devoir et mon pa-
tient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa concep-
tion.

Méme sous la menace, je n'userai pas mes connaissances médicales d une
fagon contraire aux lois de [humanité.

Je m’y engage librement et sur mon honneur.

Déclaration Genéve, 1948
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Je me dois d’avouer pleinement ma reconnaissance a toutes les personnes qui
m'ont soutenue durant mon parcours, qui ont su me hisser vers le haut pour at-
teindre mon objectif. C'est avec amour, respect et gratitude que

Je dédie cette thése...



Au bon Dieu,

Le tout miséricordieux, Le tout puissant, A Allah Qui m’a inspiré,
Qui m’a guidé sur le droit chemin, Je vous dois ce que je suis deve-
nue, Soumission, louanges et remerciements, Pour votre clémence et
miséricorde

Louange & Dieu tout puissant, qui m’a permis de voir ce jour tant

attend



A ma trés chére mére NAIMA SAAD AL BICHR,

A la personne qui m'a donné [a vie, et d la personne quima tout donne sans jamais compter et sans retour.. Ton
sacrifice et ton dévouement constant ont ete pour moi des compagnons éternels . Tu es restée ma certztu(fe dans
mes moments de doute, mon courage et mon réconfort . Depuis ma naissance, tu as euvre sans relache a me don-
ner les meilleures chances . J'espere que tu trouveras dans ce modeste travail un temoignage de ma gratitude,
ma profonde affection et mon profomf respect .

Puisse Dieu te proteger de tout mal, te procurer longue vie, sante et bonkeur, que Dieu te garde pour moi.

A mon trés cher pire MOHAMED EL MANSOUR]

Tu as toujours ete un exemple de motivation et de persévérance pour moi, une source d'inspiration, mon maitre et
ma premiére école.

Merci cher pére de m'avoir aidé a voir plus clair dans les situations les plus difficiles, aujourd hui si je suis a clest
bien grice a tor.
Ce travail est [¢ fruit des sacrifices que tu as consentis pour mon education et ma formation. Je te dédie cette
thése qui n'est que le fruit de tes conseils et encouragements.

A La mémoire de mon grand-pére maternel -HAJ ABDERAZAK SAAD ALBICHR,

Aucune dédicace ne saurait témoigner [affection et la gratitude que je te porte. Tu es toujours présent dans mon
esprit et dans mon ceeur. A la mémoire de tous les merveilleux moments qu’on a vécu ensemble, et a celle des sou-
venirs d enfance qui m’apaisent dans mes moments de chagrins, je te dédie aujourd’hui cette réussite.

Que Dieu, le miséricordieux; t'accueille dans son éternel paradis.

A mon frére et ma seur KENZA ET NASSER EL MANSOUR]

Aucun mot ne peut décrire la chance que j'ai d avoir de magnifiques frére et seeur comme vous.
Merci pour votre soutien et merci pour votre existence qui me comble de bonheur quotidiennement. J'espére avoir
ete pour vous le frére dont vous aviez besoin.

A ma grand-meére maternelle HAJIA HALIMA OUAKOUR,

Pour tes prieres et encouragements qui m’ont toujours épaulé pendant ce long parcours. J'espére avoir ta fierté
Ny ; . , A L .
aujourd fui. Tu es pour moi une source continue de sagesse et de bonté. Je suis énormément fiére d étre ton petit

fills

Que Dieu te garde en bonne santé et te protége du mal.

A ma grand-meére paternelle HAJIA ZINEB EL MANSOUR]

Je te dédie ce travail en reconnaissance de la tendresse et du soutien que tu m’offre quotidiennement et de ta
bonté exceptionnelle. Je te dédie ce travail, pour exprimer ma grande affection et mon profond attachement. Que
Dieu te protége et veille sur toi.



A La mémoire de mon grand-pére paternel Pr BOUMEHDI EL MANSOUR]

A La lumiére qui ne s'éteint jamais.
Que dieu te bénisse et t'accueille dans son éternel paradis. Que ce modeste travail te rende hommage.

A mon cher oncle ABDELILAH EL MANSOUR], son épouse SANA EL HIMMA et ses fil-
les

Unigque et irremplagable, aucun hommage ne pourrait étre a la hauteur de votre sacrifice et de
Caffection dont vous n’avez jamais cessé de m’entouretr.

Votre soutien ne m'a jamais fait défaut, je vous remercie pour votre bienveillance et votre dé-
vouement. Que dieu puisse protéger votre petite famille.

A mon cher oncle ABDELHAKIM EL MANSOURY], son épouse IMANE MOUKHTARI

Merci pour votre soutien et vos encouragements. Que Dieu vous accorde sante, réussite et longue vie.
A [a mémoire de mon oncle ABDELMOAIM EL MANSOUR]

Je te dédie ce travail en guise de reconnaissance et d affection qu aucune épreuve ne saura effa-
cer, pas méme celle du temps. Allah irahmek,

A ma chére tante NEZHA SAAD AL BICHR,

A la plus merveilleuse des tantes.
Celle qui a vécu avec mot les pires et les meilleurs moments

de mon parcours, celle qui a ete la et aux petits soins pour moi, depuis mon enfance jusqu'a ce jour. J'espére que
Dieu te garde en bonne santé, et te protége de tout mal.

A mon cher oncle Dr MOHAMED SAAD ALBICHR et son épouse LAILA BENSLIMANE, YASSINE ET
IMANE.

Votre soutien ne m’a jamais fait défaut, je vous remercie pour votre bienveillance et votre dé-
vouement. Que dieu puisse protéger votre petite famille.

A la famille EL HIMMA
Vos encouragements m'ont été d"un grand soutien. Vous vous étes montrés de bons conseils. Vous avez toujours
été a [écoute. Petits et grands, veuillez trouver dans ce travail, [expression de mon affection. Que dieu vous

bénisse et vous garde en bonne santé, Merci pour votre amour.

A Dr AZZEDINE et MED NAWFAL EL MANSOUR] et sa famille



Je vous souhaite d tous longue vie pleine de bonheur et de prospérité. Je vous dédie ce travail en témoignage de
ma reconnaissance et de mon respect.

A toute ma famille, mes tantes, RAJA, OUAFAE, KHADIIA ET JINANE EL MANSOUR]

Vous m’avez soutenu et comblé tout au long de mon parcours. Que ce travail soit témoignage de mes sentiments
les plus sinceres et les plus affectueux, Votre présence rassurante et votre solidarité, m’ont aidé a me Construire
et m’ont appris ce qu'est une véritable famille. Puisse dieu vous procurer bonheur et prospérité.

A mes cousins, Or AHMED EL MANSOUR] et Maitre LOKMANE EL MANSOUR]

A tous les moments qu’on a passés ensemble, a tous nos souvenirs ! Je vous souhaite a tous longue vie pleine de
bonheur

A ma chére amie Dr Bouchra elberhichi

Chére amie, je te dédie ce travail en témoignage de ma reconnaissance et ['amitié qui nous unie .
Merci pour ton soutien et ton partage constant de connaissances
Je te souhaite une vie pleine de succés, d excellence et de joie.

A mes amis et ma seconde famille

NAWEFAL, KHALIL, AL,
BADRANAS, YASSINE, OTHMANE,SAFA,SALMA, OUMAIMA,AYOUB, ISMAIL, OUSSAMA,SIMO,R,
EDA,HAMID, REDAAHMED, ZAKARIAAASSIM, ANASAMINE,ANAS, ...

En souvenir des moments merveilleux que nous avons passés et aux_liens solides qui nous unissent. C'est le ha-
sard qui fait la famille, mais c'est le ceeur qui fait les amis.
Un grand merci pour vos encouragements et votre soutien, je vous remercie d avoir toujours ete la a mes cotés.

A mon cher ami Or Faycal idam

On a partagé 7 ans d études médicales, des rires, des moments dures, et d expériences inoubliables.
Je n’oublierai jamais ce que j'ai appris avec toi.
Je te souhaite tout le bonheur du monde.

Dédicace & Pr. M. JABRANE
Professeur en Néphrologie au CHU souss massa.

Vous avez été ['une des personnes qui m’ont tendu la main au debut de mon parcours d’internat, vous étiez ld
pour guider mes premiers pas et me donner ['assurance dont j’avais besoin je vous en remercirais jamais assez.

A mon Maitre le Professeur LAOUAD Inass Professeur de Nephrologie
C'est une occasion pour moi professeur pour vous remercier de votre implication, votre disponibilité. J'ai eu le
privilége et ["honneur de profiter de votre enseignement et innombrables qualités humaines durant mon dernier

passage en tant qu’externe et d présent en tant que résident au service.

Votre droiture, honéteté et générosité n'ont d égal que vos innombrables qualités scientifiques.



Veuillez trouver en ces quelques lignes [expression de ma gratitude, reconnaissance, et respect.

A mon Maitre le Professeur FADILI wafaa Professeur de Nephrologie

Vous guidez nos pas au service au quotidien et a chaque chute vous nous aidez d nous relevez. Vos qualités hu-
maines, professionnelles jointes a votre compétence et votre dévouement pour votre profession, sont pour moi un
exemple a suivre dans [exercice de cette honorable mission.

A mon Maitre le Professeur CHETTATI Mariam Professeur de Neéphrologie

Vos qualités humaines et vos competences professionnelles m'ont beaucoup marquees. Mais avant tout cela je
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NFS

TP
TCA
Mi

HB
VGM
CCMH
PQ
CSM
PRP
PPP
TGFB
TGFax
EVA
IMC
UCP-1
FDG-PET
Zfp423
Zfp467
EBP
IL6
PAI-1
VEGF
VEGF-A
PDGF
PECs

KDR
ECFC

Liste des abréviations :

. numération de la formule sanguine

: Taux de prothrombine

: Temps de céphaline activée

: millilitres

: hémoglobine

: Volume globulaire moyen

: Concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine

: plaquettes

: cellules souches mésenchymateuses

: Plasma riche en plaquettes

: Plasma pauvre en plaquettes

: Transforming growth factor bé ta= Facteur de croissance transformant bé ta
: Transforming growth factor alpha = Facteur de croissance transformant alpha

: Echelle visuelle analogique

: indice de masse corporel

: uncoupling protein-1

: Tomographie par émission de positons au fluorodé oxyglucose
: Protéine a doigts de zinc ou Zinc finger protein423

: Protéine a dogts de zinc ou Zinc finger protein 467

: enhancer binding protein

: L'interleukine 6

: Plasminogen activator inhibitor -1

: Vascular Endothelial Growth Factor

: Vascular Endothelial Growth Factor A

: platelet derived growth factor

: progéniteurs endothéliaux circulants

: Kinase Insert Domain Receptor
: Endothelial colony forming cells



BOEC : blood outgrowth endothelial cells

miRNA : micro ARN

MMP : matrix metalloproteinases

HGF : Hepatocyte growth factor

PAI-1 . plasminogen activator inhibitor-1
ADSCs : Adipose-Derived Stem Cells

TIMP : tissue inhibitor of metalloproteinase
NO : Monoxyde d’azote

bFGF : basic fibroblast growth factor

Mm : Millimetres

MEC : Matrice extra cellulaire

ATCDs : antécédents

Ccc : Centimetre cube

TA : Tissu adipeux

ASC : Adipose stromal/stem cells

CNV : Cellules Nucléés Viables

PSM : Point de sécurité microbiologique
FxCR . Fractional carbon dioxide laser resurfacing

SC : Surface cicatricielle
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Toute blessure du derme progresse en formant une cicatrice qui par définition est indé-
Iébile ; impossible ainsi de la faire disparaitre.

Toutes les cicatrices ne se valent pas et varient considérablement en termes d’apparence,
de forme, de consistance, et d’extensibilité en fonction du terrain, de I’environnement et des
caractéristiques du processus de cicatrisation.

Les cicatrices de la face posent un véritable probléme entrainant dans certains cas une
incapacité fonctionnelle ou une détresse parfois sociale causée par une esthétique indésirable ,
cependant il existe de multiples techniques chirurgicales et non chirurgicales pour I'atténuer
le silicone, le laser a colorant pulsé, le laser CO2, les corticoides, le 5-fluorouracile, la bléomy-
cine et le massage des cicatrices, différents lasers et PRP (plasma riche en plaquettes) qui sont
dans certains cas de grande efficacité.

Malgré cette grande multiplicité d’approches thérapeutiques des cicatrices cutanées, au-
cun étalon d’or n’a été astreint et de nouvelles méthodes sont encore nécessaires a étudier.

La médecine ré générative est le domaine d’actualité le plus intéressant de la biotechnolo-
gie. Elle est en capacité a combiner plusieurs aspects de la médecine : biologie cellulaire et
moléculaire, biomatériaux et ingénierie tissulaire . lls visent tous a régénérer , a réparer ou a
remplacer des tissus.

Récemment, Parmi les nombreuses sources de cellules souches mésenchymateuses
(CSM), le tissu adipeux a recu un important intérét di a la forte concentration de cellules
souches et a la facilité d’acces. Par conséquent, la greffe de cellules est actuellement largement
utilisée en médecine et gagne une attention croissante dans le domaine de la médecine régé-
nérative du fait leur capacité a s'autorenouveler et a se différencier en plusieurs types de cel-
lules ce qui est crucial pour le renouvellement et la régénération physiologiques des tissus

apres une blessure[27].
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Les effets de la thérapie par cellules souches peuvent étre attribués a une multitude de
molécules sécrétées par les adipocytes et les cellules stromales associées qui affichent des
propriétés anti-inflammatoires et immunosuppressives, de plus, favorisent la prolifération,
migration et activité sécrétoire des fibroblastes, des cellules épithéliales et endothéliales [123].

Ce concept a considérablement élargi les applications thérapeutiques possibles aux dé-
fauts tissulaires nécessitant un remodelage critique dans le cadre d'une correction volumé-
trique tissulaire.

Notre étude opte pour une technique chirurgicale peu invasive par I'injection de fraction
vasculaire stromale riche en CSM suspendues dans un milieu enrichi en Plasma Riche en Pla-
quettes (PRP).

En profitant des vertus biologiques et physiologiques qui lui sont attribués et déja vérifiés
au cours d’études cliniques acceptés et publiés notamment en chirurgie esthétique [103] et
dans d’autres disciplines (dermatologie[14],rhumatologie[101], Neurologie[119]...) . Ces études
certifient que I'injection des cellules souches mésenchymateuses dérivés du tissu adipeux et de
la fraction stromale vasculaire dans des sites |ésionnels (cicatrices, lésions neurologiques ,
osté o-arthrites...) améliore et accélere le processus cicatriciel.

L’objectif de notre étude prospective, réalisée au sein du service de chirurgie maxillo-
faciale et esthétique du CHU Mohammed VI de Marrakech en collaboration avec le centre de
médecine régénérative du méme CHU ,étalée sur une durée de 9 mois,est d’évaluer I'apport de
I'injection de la fraction vasculaire stromale riche en CSM issues du tissu adipeux suspendues
dans un milieu enrichi en Plasma Riche en Plaquettes : dans des sites |ésionnels des séquelles
de cicatrices cutanées de la face dont le but principal est de remplacer une cicatrice «vicieuse»
par une nouvelle cicatrice que I’'on espére moins génante et plus discréte et a terme , il vise a
identifier des pistes permettant d’optimiser 'utilisation thérapeutique et le monitoring biolo-
gique des thérapies cellulaires issues du tissu adipeux dans des indications ciblant la
ré génération tissulaire et la cicatrisation, voir méme de retenir un protocole et des indications a

la base des données de littérature et des résultats de notre étude.
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. Type de I’étude :

Nous nous sommes intéressés dans notre travail a I’étude prospective d’une série de p a-
tients porteurs de cicatrices cutanées de la face qui vont bénéficiet de I’injection de fractio n
vasculaire stromale riche en CSM issues du tissu adipeux suspendues dans un milieu enrichi en
Plasma Riche en plaquettes au sein du service de chirurgie maxillo-faciale et esthetique du
CHU MOHAMED VI, Marrakech.

Cette étude a porté sur une période de 9 mois, allant du mois mars 2022 au mois de dé-

cembre 2022.

Il. Population de I’étude :

Nous avons retenu pour I’étude huit patients ayant bénéficié d’injection FVS riche en
ADSCs suspendues dans un milieu enrichi en PRP dans leurs cicatrices de la face étalées sur la
période citée ci- dessus.

Les dossiers des patients ont é té constitués d’une maniere prospective grace a une fiche
de recueil des données (annexe 1) dans notre service et les patients ont é té suivis régulier e-

ment.

lll. Objectif de I’étude :

L’objectif de ce travail est de mettre en évidence I'apport de la médecine régénérative par
autogreffe de FVS riche en ADSCs suspendues dans un milieu enrichi en Plasma Riche en Pla-
quettes dans les séquelles de cicatrices cutanées de la face a travers une é tude descriptive,

prospective afin de retenir des indications dans ce domaine.

IV. Ciriteres d’inclusion :

Tous les patients consentants porteurs de cicatrices inesthétiques de la face ; rougeatre,
inflammatoire, dure, hyper chromique, déprimées ou de bride cicatricielle, éligibles a une lipo-
sapiration atraumatique du tissu adipeux.

Les cicatrices évoluantes depuis plus de six mois et (ou 3 mois aprées reprise chirurgicale)
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V. Critéres d’exclusion :

e Les cicatrices instables
e Les cicatrices infectées

e Les cicatrices d’origine tumorale

VI. Recueil des données :

Le recueil des données a é té réalisé a I'aide d’une fiche d’exploitation et un bilan de cica-
trice avant et apres injection de CSM (Annexel)

Ces fiches ont é té remplies au fur et a mesure de la prise en charge des patients.

Les données recueillies par ces fiches se rapportent aux aspects suivants :

e Données anamnestiques : identité du patient, sexe, profession, antécédents Medico-
chirurgicaux, histoire de la cicatrice, prise en charge initiale.

e Données cliniques : symptomatologie, examen physique de la cicatrice appréciant ses
caractéristiques : Dimensions (longueur, largeur et épaisseur), couleur, consistance,
extensibilité regroupés par le test de Vancouver en un seul score.

C’est un test objectif quantitatif qui vise a fournir un standard pour I'analyse du tissu ci-
catriciel. Ce score varie entre 0 et 13, avec 0 pour une peau hormale, et 13 pour une cicatrice
trés pathologique : la couleur est cottée de 0 (normal) a 3 (pourpre), I'inflammation est appré-
ciée par la rougeur, la douleur et I'infiltration de la cicatrice, cottée de 0 (normal) a 2 (inflam-
matoire), I’extensibilité de la peau de 0 (normale) a 5 (rétraction permanente), I’épaisseur du pli
est cottée de 0 (hormal) a 3 (5 mm)

e La sensibilité de la cicatrice est évaluée par une échelle visuelle analogique (EVA) allant de

0 (pas de douleur) a 10 (maximum de douleur) avec de 0-3 : pas de douleur a géne mi-

nime, de 3-6 génante, 7-10 : douloureuse.

e Laforme, le nombre, la localisation de la cicatrice.
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e Les paramétres du prélévement adipeux : -Date du préléevement, Site du prélévement
adipeux, Volume du prélévement adipeux et volume, Nombre de tubes PRP, date
d’acheminement.

e Les parametres d’isolation biologique ; Technique d’isolation utilisée, taux de plaquettes,
Nombre de CSM a la cyrtométrie

e Données paras cliniques : Taux de plaquettes - Nombre des CSM a la cyrtométrie

e L’évolution et les résultats a court et a moyen terme
Cette étude ne présente aucune atteinte a I’éthique professionnelle et aux droits des

enquétes.

VII. Protocole de préparation de FVS :

1. Matériel utilisé :

Nous avons utilisé le Kit : SVF isolation kit system CELLGENIC® (Figure 1) pour la pré-
paration de la fraction vasculaire stromale issue du tissu adipeux.
Ce kit est composé de (Tableau 1) :

Tableau | : Composition du SVF isolation kit system CELLGENIC®

1 x Cellgenic extracteur cellulaire de 4,5ml
3 x 60 ml seringues

2 x 20 ml seringues

1 x 10 ml seringues

2 x 18 Gauge aiguilles

3 x 18 G intranules

7 x Tubes de centrifuge coniques de 50 ml
6 x 8.5 cc Tubes citratés

1 x 21 gauge dispositif de préléevement sanguin
2 x compresses alcool

1 X Tourniquets

1 x Filtre
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Figure 1: Kit SVF isolation kit system CELLGENIC®

La lipoaspiration atraumatique a été faite via une Canule a liposuccion,15cm de long a 3
millimetres de diametre a bout mousse a trois orifices terminaux diamétralement opposés a

I'extrémité distale dela canule (Figure 2) permettent la collecte atraumatique du tissu adipeux.
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Figure 2 : Canule de lipoaspiration atraumatique .

La préparation de la fraction vasculaire stromale riche en CSM suspendues dans un milieu
enrichi en Plasma Riche en plaquettes issue du tissu adipeux prélevé par lipoaspiration a été
réalisée au centre de médecine régénerative ; inclus de nombreuses étapes détaillés dans le
chapitre ; Préparation de la FVS riche en ADSCs, et ce en utilisant le materiel suivant

La centrifugation pour isolation du PRP ainsi que la centrifugation de la FVS apres lavage

sont réalisée a I'aide de la centrifugeuse préprogrammée (Figure 3) :
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Figure 3 : Centrifugeuse préprogrammeée.

Agitateur-Incubateur utilisé :

e XAX) 8000 | o

Figure 4 : Agitateur-Incubateur : MINI SHAKING INCUBATOR (NB-205) ®.

La preparation de la FVS necessite une étape d’activation des cellules souches isolés ainsi

des plaquettes et ce effectué par un activateur cellulaire par lumiére LED :

-10-
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Figure 5 : Activateur de cellules par lumiére LED LCA (NB-306) °.

2. Déroulement du prélévement adipeux :

Durant notre étude, Une consultation pré thérapeutique est de régle. Elle consiste a éta-
blir le contact mé decin-patient permettant d’instaurer un climat de confiance afin que le pa-
tient comprenne le principe du traitement et adhére a I’étude , en plus de la transmission de
quelques informations nécessaires en pré-geste notamment l'interdiction de prise de traite-
ment anticoagulant les jours qui précédent le geste (jusqu’a 10 jours en préopératoire ). Un
consentement éclairé apres explication du déroulement de [I’étude et des risques du procédé
thérapeutique aux patients désireux essayer cette alternative thérapeutique soumis a nos cr i-
teres.

Le traitement est réalisé en ambulatoire au service de chirurgie maxillo -faciale et esthé-
tigue du CHU Mohammed VI de Marrakech.

En pré-geste un bilan d’hémostase comprenant une NFS et dosage du TP et TCA, ainsi
qu’un examen clinique abdominal minutieux est réalisé afin de guetter d’éventuelles contres
indications a la réalisation de la lipoaspiration abdominale (hernie...), en méme temps un
échantillon de sang est prélevé au niveau de la face antérieure du coude par un prélévement
simple dans des tubes de 8.5cc contenant le citrate comme anticoagulant pour préparation du

PRP.

-11 -
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La préparation du matériel et de table opératoire se fait en respectant les regles d’asepsie
rigoureuses qui comprends, I'ouverture et préparation du Kit SVF isolation kit system CELLGE-
NIC @, préparation de la canule de lipoaspiration préalablement stérilisée, préparation de sérum
a base de xylocaine adrénaline pour infiltration des zones de prélevements, ainsi que des com-

presses stériles (Figure 6).

Figure 6 : Préparation du matériel pour lipoaspiration.

Le patient bénéficie initialement d’une douche en pré-geste par un agent antiseptique a
base de Povidone iodée (4 %) en solution moussante. En second lieu ; patient en place en décu-
bitus dorsal, une asepsie au bloc de chirurgie ambulatoire au service de chirurgie maxillo-
faciale et esthétique par la réalisation d’une désinfection soigneuse du site de prélévement par
bétadine scrub suivi d’un rincage au sérum physiologique et enfin une désinfection par béta-
dine 10%.

Une anesthésie locale par Lidocaine 20 mg/ml adrénaline 0,005 mg/ml aguettant, diluée

a 1/10 au sérum physiologique, en injection sous cutanée (Figure?) ; aprés effet anesthésiant

-12 -
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une incision cutanée de quelques millimetres permet I'introduction de la canule de préléve-
ment. Cette incision est réaliséea 1 ou 2 centimetres en dehors de la zone de prélevement,

afin qu’elle soit la plus discréte possible et de minimiser les rancons cicatricielles.

Figure 7 : Anesthésie locale par injection sous cutanée de Lidocaine 20 mg/ml adrénaline
0,005 mg/ml aguettant, diluée a 1/10 au sérum physiologique.

L’aspiration de la graisse est réalisée manuellement ; Une seringue de 20 millilitres est
vissée a la canule de prélévement, et une dépression douce est assurée par I’attraction du pis—
ton hors de la seringue de 5-8 ml au sein de la seringue, afin d’éviter toute aspiration excessi-
ve qui pourraient léser les cellules adipeuses et compromettre leur survie. Des mouvements
doux de va et vient en éventail a partir du point de ponction permettent de réaliser de multiples
tunnels de prélévement (Figure 8). La graisse est prélevée en profondeur, sous le fascia super-

ficialis, pour diminuer le risque de lésion cutanée et de dépression disgracieuse.
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Figure 8 : Processus de lipoaspiration atraumatique par aspiration a la seringue
Les seringues de tissu adipeux collectées (Figure 9) en circuit fermé sont ensuite tran s-

portés de facon stérile avec les tubes de sang collecté pour le PRP au laboratoire du centre de
médecine régénérative sur un trajet de 5km (20min de route en voiture) avec une fiche de
communication (annexe 2) aprés préparations et manipulations ci-dessous ; la fraction vascu-
laire stromale riche en ADSCs est recue sellée et étiquetée dans une seringue de 2.5cc, le li-
quide recu et aspiré a la réception en bloc ambulatoire sur table par des seringues micro-fine
de 1ml pour permettre des injections en sous cutané atraumatiques (Figure 11).

En post lipoaspiration immédiate un pansement modelant est confectionné avec des

bandes élastiques drainantes au niveau du site de lipoaspiration (Figure 10).
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Figure 10 : Mise en place de bandes élastiques confectionnés au niveau du siége de
lipoasspiration
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AT

Figure 11 : Préparation de la FVS riche en ADCSs suspendues dans un milieu enrichi en
Plasma Riche en Plaquettes

3. Protocole de préparation de la FVS riche en ADSCs :

3.1 Procédé enzymatigue de préparation de la FVS

Lors de la réception du prélevement de lipoaspiration au laboratoire du centre de
médecine regenerative, le procédé enzymatique est entrepris pour I'extraction de cellules
régénératives qui se déroule sur quatre étapes :

1re étape : le lavage du tissu adipeux.

Le lavage ce fait par sérum physiologique permet I’élimination des debrits cellulaires, des

globules rouges mais aussi permet I’élimination du liquide d’infiltration (Figure 12).
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Figure 12 : Lavage du tissu adipeux par serum physiologique.

2&me étape : La digestion enzymatique.

Aprés lavage du tissu adipeux, le tissu est inversé dans des flacons (Figure 13) suivis par
I’étape clé de la manipulation qui est I'ajout de I’enzyme : collagénase (Figure 14) pour
digestion du TA et se effectué dans un incubateur-agitateur a 37°C (Figure 15) afin de garantir
I’lhommagé néisation de I'activité enzymatique, une agitation constante est requise tout au long
de ce stade pendant 15 a 20 min..

Figure 13 : Mise en place du tissu adipeux prélevé dans des flacons.
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Figure 14 : Ajout de I’enzyme : Collagénase.

Figure 15: Mise en place des flacons contenant le TA lavé et la collagénase en incubation a 37°C
et agitation constante.
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3eme étape : L’'isolement et lavage de la FVS:

Aprés incubation-agitation I’étape de lavage comprends un lavage de la solution (avec un cycle
(Figure 16) de centrifugation/remise en suspension du culot cellulaire contant la FVS (Figure
17) suivi de cycles de lavage de la FVS (Figure 18); cette étape permet principalement a
I'inactivation de la protéase par dillution avec le liquide de lavage et le retour a température

ambiante.

Figure 16: Etape de centrifugation.
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Figure 17: Remise en suspension du culot cellulaire contant la FVS.

Figure 18: Cycle de lavage de la FVS.

-20-



Apport de la medecine regenerative dans les cicatrices faciales

7

4eme étape : Resuspension de la FVS

Une centrifugation ultime permet d’isoler la FVS (Figure 19). Celle-ci est remise en suspension,
a cette étape que le PRP est associé a la FVS suivi d’une activation cellulaire a la lampe LED (Fi-

gure 20).

Figure 19 : Resuspension de la FVS .
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Figure 20a : Activation de la FVS riche en CSM suspendues dans un milieu enrichi en
Plasma Riche en plaquettes.
Le mélange CSMA et PRP a été réacheminé dans une boite stérile, a température ambiante
au service de chirurgie maxillo-faciale et esthétique avec un trajet de retour de 5 kms
(20min) .

Figure 20b : Produit final ;FVS riche en CSM.
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3.2 Préparation du PRP

Un échantillon de sang de 8ml x 6 est prélevé de la veine basilique au niveau de la face
antérieure du coude par un prélévement simple dans des tubes de 8.5cc x 6 contenant le ci-
trate comme anticoagulant fournis avec le Kit SVF isolation kit system CELLGENIC®. Il est trans-
féré au laboratoire en méme temps que le prélévent de graisse abdominale.

Centrifugation :

La centrifugation est réalisée dans une centrifugeuse pré-programmée (Figure 3) :
Ce qui permet d’obtenir quatre compartiments (Figure 21) :
e Le fond du culot, correspond aux hématies, il représente 55% en volume du contenu
du tube.
e Le gel séparateur. Séparant le PRP du plasma pauvre en plaquettes.
e Le plasma riche en plaquettes.
e La partie supérieure est le plasma acellulaire ; plasma pauvre en plaquettes (PPP).

e Ainsi a I'aide d’une seringue stérile, le PRP est prélevé directement du tube.

Gel séparateur <

> Globules rouges

Figure 21 : Tube du plasma riche en plaquettes avec différents compartiments aprés
centrifugation. [40]
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VIII. Suivi des patients apreés la thérapie :

Chaque patient faisant partie de I'étude a bénéficié d’un suivi régulier et approprié et ce
par un suivi a J3 de I'intervention ; ou I’on examine le siége de lipoaspiration a la recherche de
toute complication notamment un éventuel hématome post lipoaspiration ou une éventuelle
infection du site de préléevement avec un examen de la cicatrice et on note tout changement sur
tous les parametres étudiés ( Dimension , Couleur , inflammation , sensibilité et extension ...)
ou un effet indésirable ; Ainsi, I’évolution de la cicatrice aprés injection de la FVS est évaluée au

fur et a mesure de I’étude et ce a 1 mois , 2 et 3 mois post reprise.

IX. Outils statistiques :

La saisie des textes a é té faite sur le logiciel Microsoft Word et celle de s graphiques et

des tableaux sur le logiciel Microsoft Excel.
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I. Profil épidémiologique :

1. Recrutement des patients :

Huit patients présentant 10 cicatrices ont bénéficié de I'injection de Fraction vasculaire
stromale issue du tissu adipeux et ayant bénéficié de reprise de leurs cicatrice faciale durant

une période de 9 mois allant du mois de Mars 2022 au mois de Décembre 2022.
2.Age :
L’age moyen de nos patients était de 34.2 ans avec des extrémes allant de 22 ans a 49
ans.
3. Sexe :
Notre série a été marquée par une nette prédominance masculine. Pour 8 cas de patients

inclus porteurs de cicatrices de la face, nous avons inclus 7 patients de sexe masculins soit

87.5 % des cas et 1 seule patiente de sexe féminin soit des cas 12.5%.

= Masculin = Feminin

Figure 22 : Ré partition des patients selon le sexe

4. Antécédents médico-chirurgicaux et toxiques :

= Médicaux : Aucun patient ne présentait d’antécédents médicaux
= Chirurgicaux : 2 patients avait des antécédents chirurgicaux soit 25% des patients

= Toxiques : 1 seul patient était tabagique lors de I'étude soit 12.5% de nos patients
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5. Antécédents de prise charge initiale :

= 5 cicatrices n'ont pas été pris en charge initialement soit 50% des cicatrices
= 5 cicatrices ont été suturés initialement soit 50% des cicatrices

= Aucune cicatrice n’a été traitée par cicatrisation dirigée

= 2 cicatrices ont été reprises chirurgicalement 1 an avant la thérapie soit 20%

= Aucun patient n’a bénéficié de séance de lipofilling.

6. Age des cicatrices :

Les ages des cicatrises incluses dans notre étude était différents avec une moyenne d’age

de cicatrices a 10.06 ans et avec des extrémes allant de 40 ans a 18 mois.

Figure 23 : Age et moyenne d’age des cicatrices en années.
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Il. Distribution géographique :

Parmi les huit patients inclus dans notre série, six patients provenaient du milieu urbain
soit 75%, contre deux patients du milieu rural soit 25%.
On note ainsi une nette prédominance des patients consultants provenant du milieu ur-

bain.

M Urbain M Rural

Figure 24 : Ré partitiondes patients selon la distribution gé ographique

1. Etiologies des traumatismes :

Dans notre série de huit patients, trois se sont présentés pour des cicatrices suite a un
accident de la voie publique (AVP) ; soit 37% des cas, trois patients pour des cicatrices suite a

des agressions par arme blanche soit 37% et deux suite a des accidents domestiques.
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M AVP MAccident domestique M Agression

Figure 25 : Répartition des étiologies de traumatismes .

IV. Description des cicatrices :

1. Topographie des cicatrices de la face :

La zone de la face la plus touchée par les traumatismes chez les patients inclus dans
notre étude ; a été la région jugale avec 6 cicatrices a localisation jugale a 60% dont une cervico
jugale et une autre temporo jugale.

Suivie par les cicatrices frontales, et palpébrales a parts égales a 20 %.

Joue droite
Joue gauche _
Cervico-jugale droite
Frontale g‘}
Palpebrale droite 1
palpebrale gauche 1

Temporojugale gauche

Figure 26 : Topographie des cicatrices de notre série .
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2. Forme de la cicatrice

Parmi les patients inclus dans notre série ayant bénéficié de reprises de cicatrices traités
par injection de fraction vasculaire stromale riche en CSMs, on note une prédominance de cica-
trices de forme linéaire avec un total de 5 cicatrices soit 50% de I’ensemble des cicatrices, a

contrario le reste des cicatrices de forme ronde, ovalaire, triangulaire, en échelle et semi-

lunaire étaient chacune unitaires.

—

= Linéaire

= Ronde

10%
= Ovale
Triangulaire
= En Echelle

‘ = Semi lunaire

Figure 27 : Ré partition selon la forme des cicatrices

3. Aspect de la cicatrice :

Les cicatrices reprises étaient dominées a 70% par des cicatrices déprimées faisant un to-
tal de 7 cicatrices déprimées, par contre les cicatrices chéloide, hypertrophique et élargie

étaient unitaires chacune.
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8

Chéloide Hypertrophique Déprimée élargie

Figure 28 : Aspect des cicatrices traités.

Dans la série de cicatrices reprises on note la présence de quatre cicatrices dans des
zones a forte densité capillaire dont deux cicatrices sourciliéres et deux cicatrices jugales chez

I’homme : on note que ces quatre cicatrices avaient la particularité d’étre alopéciques.

4. Inflammation :

L’évaluation de I'inflammation repose essentiellement sur I'appréciation du degré de rou-
geur, chaleur, douleur et 'infiltration des cicatrices, ainsi dans notre série 4 cicatrices étaient
inflammatoires soit 40% de I’ensemble des cicatrices prises en charge contre 6 cicatrices non

inflammatoires.

5. Couleur de la cicatrice :

Les cicatrices reprises dans notre série étaient dominées par les cicatrices de couleur
pourpre qui étaient au nombre de 5 cicatrices soit 50%, suivies des cicatrices de couleur de
peau normale qui étaient au nombre de 4 soit 40%.

Seulement une seule cicatrice de nos patients présentait un aspect de couleur rouge.
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Normal BPourpre MRouge

Normal 4

Figure 29 : Répartition des cicatrices selon la couleur .

6. Consistance de la cicatrice :

Parmi les dix cicatrices reprises, six cicatrices cicatrices étaient souples soit 60% de
I’ensemble des cicatrices, deux cicatrices avaient une consistance dure soit 20% et enfin deux

cicatrices étaient fermes.

7. Dimensions de la cicatrice :

Dans notre série les moyennes des longueurs, largeurs, et épaisseurs étaient respective-

ment de 63.6mm, 4.9mm, et de 4.4mm.

8. Sensibilité de la cicatrice :

La moyenne de sensibilité des patients traités était de 1.2/10 et ce évaluée sur (EVA)
échelle visuelle analogique ; trois patients présentaient une cicatrice génante (entre trois et
six), le reste des patients ne présentaient pas ou peu de géne (sensibilité entre zéro et trois),

par contre aucun patient ne présentait une sensibilité évaluée de plus de 5/10.

9. Extensibilité :

Parmi les dix cicatrices de notre série; trois cicatrices présentaient une extensibilité
maximale avec rétraction permanente et déformation soit 30% des cicatrices traitées, quatre

cicatrices présentaient un aspect de bride, blanchi a I'étirement soit 40%, deux cicatrices
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étaient solides et peu extensibles, et enfin une seule cicatrice était souple a résistance minime,

aucun de nos patients ne présentait une cicatrice souple avec début de tension.

10. Résultats du test de VANCOUVER initial :

L’évaluation du score de VANCOUVER initial note des différences entre les cicatrices.
la moyenne du score obtenue est de 9.5/13.

Les extrémes allant de 2 a 12.

14
12 _]—
10
X
8 I
L.‘
4
2 °
0

Figure 30 : Résultats du test de VANCOUVER initial .

11. Technique de reprise cicatricielle utilisée :

Dans notre série les dix cicatrices ont bénéficié de différentes techniques de reprises chi-
rurgicales selon le type et la localisation de ces derniéres en association avec |'injection de la
fraction vasculaire stromale riche en cellules souches mésenchymateuses issues du tissu adi-
peux (ADSCs) ; ainsi on note que quatre cicatrices soit 40 % des cicatrices ont bénéficié
d’exérése-suture associée a l'injection de la FVS en per et post chirurgie, trois cicatrices ont
bénéficié d’injection de FVS riche en ADSCs sans reprise chirurgicale, deux cicatrices (20%) ont

été repris chirurgicalement par une plastie en W associée a I'injection de la FVS en per et post
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chirurgie et une seule cicatrice a été reprise par plastie en Z associée a I'injection de la FVS en

per et post chirurgie. (Figure 31)

4
3
2
| I
PLASTIE EN Z + INJECTION DE FVS EXERESE-SUTURE + PLASTIE EN W +

INJECTION DE FVS INJECTION DE FVS INJECTION DE FVS

Figure 31 : Technigue de reprise cicatricielle utilisée .

V. Résultats du préléevement de lipoaspiration

1. Site du prélévement adipeux :

L’ensemble des prélevements par lipoaspiration chez les patients a été réalisé au niveau

de la zone abdominale péri-ombilicale a 100% des patients par incision a 2-3 mm.

2. Volume totale de lipoaspiration :

On note que la moyenne de I’ensemble du volume de lipoaspiration adipeux est de 54.11

cc, avec des extrémes allant de 70 cc a 35cc.
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0

Figure 32 : Volume de lipoaspiration du tissu adipeux en Ml .

3. Technigue de préparation de la fraction vasculaire stromale :

La technique d’isolation de la FVS via le tissu adipeux utilisée dans notre série pour la to-

talité des patients était la technique d’isolation enzymatique.

VI.Données paracliniques :

1. Numération plaguettaire du sang total

L'ensemble des patients ont bénéficié d’'un hémogramme en pré-geste ; on note ainsi

une valeur moyenne du taux de plaquettes dans le sang total de 278 000¢/ml avec des extré-
mes allant de 158x103 4 289x 103.

2. Caractérisation immunophénotypique de la FVS.

Le comptage et le phénotypage des cellules ont été fait chez tout lespatients.
Les cellules isolées ont été caractérisées par un test de Cytométrie de flux, les marqueurs

CD90+/CD105+/CD73+ ont été détectés dans notre population de cellules.
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Tableau Il : Caractérisation immunophénotypigue de la fraction vasculaire stromale.

Numeration Frequence (%)
Total cells 13986 27%
CD105+ 573 3,47%
CD90+ 445 2,50%
CD73+ 208 1,15

VIl. Evaluation de la cicatrice aprés injection de FVS riche en CSMs

L’évaluation de I’évolution de I'effet thérapeutique des injections de la fraction vasculaire
stromale riche en ADSCs a été appréciée sur les nombreux caractéristiques cités en amont ;
I'inflammation, couleur, consistance, dimension, sensibilité, extensibilité, avec comparaison
des scores du test de VANCOUVER avant I'intervention et en immédiat, T mois, 2 mois, 3 mois

en post reprise.

1. Dimensions de la cicatrice :

La longueur de la cicatrice a légerement changer lors de I’évaluation mensuelle des pa-
tients avec une moyenne passé de 63,8 mm en pré-geste passée a 63,2mm puis 62.6mm,
61mm et a 61.2mm respectivement en post geste immédiat a 1 mois, 2 mois, et 3 mois post
reprise. (Figure 33)

La largeur de la cicatrice a subi un important changement puisqu’on note une moyenne
passée de 8 mm en pré-geste a 4,9 mm en post geste immédiat, a 1,9 mm au 1¢ mois, 1.4
mm au 2&me mois, puis a 1.5mm au 3éme mois. (Figure 34)

Aussi I’épaisseur a présenté une nette amélioration avec une moyenne initiale de 4,4

mm passée a 1,2mm en post geste immédiat , a 0,8mm au 1¢r mois, a 0,9mm au 2&me

mois et enfin a 1 mm au 3@me mois.(Figure 34)
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Figure 33 : Evolution de la longueur en mm.
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Figure 34 : Evolution de la largeur et épaisseur en mm.

2. Consistance de la cicatrice :

On constate a trois mois de I’évolution que sept des cicatrices reprises sont souples soit

70 %, et une cicatrice ferme (10%) et deux cicatrices dures soit 20%.
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3. Extensibilité :

Parmi les dix cicatrices étudiées ; huit cicatrices étaient souples avec résistance minime
soit 80% des cicatrices reprises, une cicatrice étaient souple avec début de tension avec, et une

seule cicatrice est restée solide a peu extensible.

4. Couleur de la cicatrice :

On a constaté lors de I’évolution des cicatrices que six cicatrices sur dix sont devenues
de teinte rosée a trois mois d’évolution en post reprise avec injection de FVS riche en ADSCs
soit 60% des cicatrices reprises, trois cicatrices sont devenues de teinte calquées a la peau du

patient ;30% des cas, et une seule cicatrice pourpre et une seule cicatrice rouge.

5. Inflammation :

Aprés trois mois d’évolution, on constate que ; que huit cicatrices soit 80% des cas sont
devenues de couleur normale sans inflammation, alors que seulement deux patients soit 20%

des cas présentaient des cicatrices légérement inflammatoires peu infiltrés.

6. Sensibilité de la cicatrice :

Apres la reprise cicatricielle avec injection de la FVS riche en ADSCs, on note une éléva-
tion de la sensibilité évaluée par EVA passée ainsi d’'une moyenne de 0.9/10a 1.3/10.

Suivie d’une évolution décroissante du premier au deuxiéme mois, suivie d’'une légere
élévation au troisiéme mois.

Ainsi a trois mois d’évolution neufs des cicatrices traités en présentaient plus de sensibi-
lité avec une EVA a 0/10 pour I’ensemble des patients, hormis un seul patient qui a présenté

une sensibilité génante évaluée a 3/10 en EVA.
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Evolution de la moyenne de sensibilté
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Figure 35 : Evolution de la moyenne de la sensibilité.

7. Evolution de I’échelle de VANCOUVER :

Le score de VANCOUVER moyen initial était de 9,5 avec une évolution favorable post re-
prise cicatricielle a 2,9 au 3®me mois ; tenant en compte I'évolution de I'inflammation, la cou-

leur, I’épaisseur et I'extensibilité des cicatrices (Figure 36), (Tableau 3).

[
o

o B N W B U 0w

pré-geste post geste immediat ler mois 2éme mois 3éme mois

Inflammation Cou leur Epaisseur extensibilité =—=—Moyenne sc VAN COUVER

Figure 36 : Evolution de la moyenne du score de VANCOUVER et de I’ensemble des paramétres

intervenant.
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Tableau Ill : Evolution de la moyenne du score de VANCOUVER et des paramétres : Inflamma-
tion-Couleur-Epaisseur-Extensibilité.
Paramétres Pré-geste Post geste 1er mois 2&¢me mois 3&me mois
immédiat
Inflammation 0,5 0,5 0,2 0,3 0,2
Couleur 2,3 1,4 1,2 0,9 0,8
Epaisseur 2,6 1 1 0,9 0,9
Extensibilité 4,1 1,7 1,3 1,3 1,1
Moyenne sc VAN- 9,5 4,6 3,8 3,3 2,9
COUVER

VIIl. Résultats thérapeutiques :

Tableau IV : Tableau résumant I'évolution des parameétres des cicatrices avant et aprés reprise

avec injection de FVS .

Paramétres Avant geste Aprés reprise+injection
de FVS
Inflammation Normale 60% 80%
Inflammatoire 40% 20%
Couleur Normale 40% 30%
Rosé 0% 50%
Rouge 10% 10%
Pourpre 50% 10%
Longueur en mm 63,8 61,2
Epaisseur en mm 1,2 0,9
Largeur en mm 4.9 1,5
Consistance Souple 60% 70%
Ferme 20% 10%
Dure 20% 20%
Extensibilité Souple, résistance minime 10% 80%
Souple, début de tension 0% 10%
Solide, peu extensible 20% 10%
Bride, blanchi a I'étirement 40% 0%
Rétraction permanente ; déformation 30% 0%
Sensibilité Pas ou peu génante 70% 90%
Génante 30% 10%
Hyperalgique 0% 0%
Test de VANCOUVER Moyenne 9,5 2,9
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IX.Cas cliniques :

—Patient 1 :

Monsieur R.E agé de 45 ans, sans ATCDs pathologiques particuliers victime initialement
d’'une agression par arme blanche au niveau jugal gauche il y’a 2 ans, dans les suites de
I’agression il se présente aux urgences du CHU et bénéficie initialement d’un lavage et d’une
suture simple.

Le patient actuellement consulte pour cicatrice inesthétique.

A I’examen clinique : Cicatrice linéaire jugale gauche déprimée non inflammatoire, de
80mm de longueur, 8mm de largeur et 5mm d’épaisseur, la consistance était souple avec ré-
sistance minime, la cicatrice n’était pas sensible.

Le score de VANCOUVER initial était de 6.

Une consultation pré-geste a été réaliser avec une transmission d’informations clés aux
patient et signature de consentement.

La NFS initiale :

“HB : 15.2 g/dl - VGM: 92 FI - CCMH: 33.2 g/%
~Pq : 223 000 /mm3

Bilan d’hémostase :

-Tp : 98%

-TCA : 31/30 Ratio : 1.03

Le volume de lipoaspiration de la graisse abdominale sous cutanée était de 66 cc.

Aprés injection de la FVS et aprés 3 mois d’évolution, I’examen trouve une cicatrice de
couleur normale d’aspect calqué a la couleur de peau, la longueur et la largeur n’ont pas chan-
ger par contre I’épaisseur a diminuer de 3mm.

Le score de VANCOUVER est devenu a 1.
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Figure 37 : Résultat obtenu sur la cicatrice du patient 1.

—Patient 2 :

Madame N.A agée de 49 ans, sans ATCDs pathologiques particuliers victime initialement
d’un AVP a point d’impact jugal gauche il y’a 40 ans, en immédiat la patiente n’avait pas

bénéficié de traitement initial.

La patiente a bénéficié d’une reprise cicatricielle a deux reprises par cicatrisation dirigée

la premiere en 2015 et la deuxieme en 2021.
Devant la persistance de la géne esthétique la patiente consulte en février 2022.

L’examen clinique trouve une cicatrice linéaire jugale gauche chéloide ; hypertrophique
dure fibreuse, blanchi a I’étirement de couleur rouge inflammatoire et sensible , la sensibilité a

été estimée a 5/10 a I'EVA.
Initialement la longueur était de 80mm, la largeur a 8mm, et I’épaisseur a 5mm
Le score de VANCOUVER initial était de 12.

Une consultation pré-geste a été réaliser avec une transmission d’informations clés aux

patient et signature de consentement.
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La NFS initiale :

“HB:13.2 g/dl - VGM : 89 FI - CCMH : 34 g/%

-Pg : 320000 /mm?3

Bilan d’hémostase :

-Tp:97%

-TCA : 29/30 Ratio : 0.9

Le volume de lipoaspiration de la graisse abdominale sous cutanée était de 58 cc.

La patiente a bénéficié d’excision chirurgicale avec injection de FVS riche en ADSCs et
aprés 3 mois d’évolution, ’examen trouve une cicatrice de couleur rosé, la longueur n’a pas
changer par contre I’épaisseur et la largeur ont repris progressivement leurs dimensions

initiales respectivement a 8mm et la largeur a 5mm, la sensibilité évaluée a 3/10

Le score de VANCOUVER est devenu a 10.
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FIGURE 38 : Résultat obtenu sur la cicatrice du patiente 2.

—Patient 3 :

Monsieur H.A agé de 29 ans, sans ATCDs pathologiques particuliers victime initialement
d’un accident domestique il y’a 4 ans, qui a été responsable de Iésion jugale droite non traitée
initialement.

Devant la géne esthétique le patient consulte au mois de mars 2022.

A I’examen clinique : Cicatrice triangulaire jugale droite rouge inflammatoire, alopécique,
de 55mm de longueur, 5mm de largeur et 2mm d’épaisseur, la consistance était souple, blan-
chi a I’étirement, la sensibilité était évaluée a 3/10 a I’'EVA.

Le score de VANCOUVER initial était de 11.

Une consultation pré-geste a été réaliser avec une transmission d’informations clés aux

patient et signature de consentement.
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La NFS initiale :

-HB:16.1 g/dl - VGM : 83 FI - CCMH : 32 g/%
-Pg : 253 000 /mm3

Bilan d’hémostase :

-Tp : 98%

-TCA : 30/30 Ratio : 1

Le volume de lipoaspiration de la graisse abdominale sous cutanée était de 52cc.

Apres injection de la FVS et aprés 3 mois d’évolution, ’examen trouve une cicatrice de
couleur rosé inflammatoire, la longueur et I’épaisseur n’ont pas changer par contre la largeur a
diminuer de 3mm.

On note une stimulation de la croissance capillaire initialement dans les zones alopé-

ciques.

Le score de VANCOUVER est devenu a 3.

FIGURE 39 : Résultat obtenu sur la cicatrice du patient 3.
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I’organisme du milieu extérieur et joue un réle capital dans le maintien de I’homéostasie de
I'organisme et la thermorégulation corporelle en plus des roles multiple dans les fonctions
sensorielles et métaboliques telle la synthése de la vitamine D. La surface cutanée varie selon la

taille et le poids du sujet, son épaisseur et aussi variable selon le sexe et sa localisation sur

PARTIE 1 : RAPPEL ANATOMIQUE ET PHYSIOLOGIQUE

Rappel anatomique :

Histologie de la peau

La peau est un des organes les plus complexes du corps humain qui isole et protége

I'organisme. [125]

L’épiderme, le derme et I’hypoderme. (Figure 40) :

La peau est constituée de trois couches qui sont de la superficie a la profondeur :

des annexes, tel que les glandes sudoripares et les follicules pilosébacés.

Pore
poil
Papille
du derme Couche
cornée

B L\
Epuderme i
Derme

_ Muscle
horripilateur
Hypoderme

Glande sébacée

Graisse sous-cutanée -
_ Muscle

Glande
sudoripare

Vaisseaux sanguins
Artéere
Veine

Figure 40 : Structure de structure de la peau
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A-L’EPIDERME la couche la plus superficielle de la peau est un épithélium pavimenteux
stratifié kératinisé ; constitué de cellules vivantes : les kératinocytes (ainsi que des mélano-

cytes, cellules de Langerhans et de Merkel) (Figure :41a)

Langerhans

Couches épidermigues

keratinocyte

Stratum comeum

Seratum locidum

Stratum gronulosum

ri-— Stratum spinosim

Stratum basalis

T Membrane basale

Figure 41a : Les différentes cellules de I'épiderme Figure 41b : Couches cellulaires de I'épiderme
Son épaisseur varie selon sa localisation : de 0,04 mm pour les paupiéres jusqu’a 1,6 mm
pour la plante des pieds et la paume des mains.
Des trois couches constituant la peau , I'épiderme est la seule a ne pas é tre
vascularisée.[126]
On peut distinguer au sein de I’épiderme quatre couches cellulaires, de I'intérieur vers
I'extérieur (figure 41b) :

e la couche basale ou germinative = stratum germinativum : la couche la plus pro-
fonde de I'épiderme. C’est une couche monocellulaire, en contact avec la jonction
dermo- épidermique.

e la couche épineuse (corps muqueux de Malpighi) = stratum spinosum : couche
qui se compose d’environ 5 strates de kératinocytes, composé de cellules volumi-
neuses de formes polygonale solidement reliés les unes aux autres par de nom-
breux desmosomes ce qui confere une importante résistance mécanique a cette
couche cellulaire.

e la couche granuleuse = stratum granulosum : Souvent composé de 3 strates de
kératinocytes de forme plate riches dans leurs cytoplasmes de différentes granu-

lations dites d’Odland : granulations kératohyalines et kératinosomes ; qui sont
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également observés en périphérie de la cellule et fusionnent avec la membrane
plasmique pour liberer la matrice extracellulaire ; composés de lipides qui vont
consolider les adhésions cellulaires avec les desmosomes.

e la couche cornée = stratum corneum : composé selon la topographie de 4 a 20
strates de cellules aplaties et complétement kératinisés ; appelés les cornéocytes
qui ont perdus leur noyau et I’ensemble de leurs organites intracellulaires dans
cette couche cornée on peut différencier deux sous-couches ; la plus profonde ;
Le stratum compactum profond qui joue un role de barriere (formé de cornéocytes
étroitement adhérents) au-dessus de cette sous-couche : la couche la plus super-
ficielle de I’épiderme appelée couche desquamante ou stratum disjonctum. Les
cornéocytes qui la composent subissent le phénoméne de desquamation.

Au bout de 28 a 45 jours I’ensemble de I’épiderme se renouvelle, et ce grace un proces-
sus de migration des kératinocytes a travers I'épaisseur de I’épiderme. Ce renouvelement peut
parfois étre accéléré dans certaines maladies comme le psoriasis.

Lors du processus de cicatrisation cutanée, la ré-épidermisation du bourgeon de granu-
lation s’effectue de proche en proche via I’épithélium des berges de la plaie et des annexes
cutanés lorsque ces derniers sont conservés.

RE GULATION DE LHOME OSTASIE EPIDERMIQUE:

De nombreuses molécules localement secrétés ou circulantes interviennent dans
I’homéostasie épidermique pour la régulation de la balance prolifération / différenciation épi-
dermique.

On note que les facteurs de croissance sont les molécules essentielles de cette régulation
sont les facteurs de croissance principalement produites par les kératinocytes et qui ont la ca-
pacité de stimuler ou d’inhiber les mitoses des kératinocytes de la couche basale et de réguler
leurs différentiations cellulaires.

Les facteurs de croissance tels que I'EGF et le TGFx sont des stimulants de la prolifération

et de la migration des kératinocytes de la couche basale. A contrario le TGFB qui inhibe la pro-
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lifération cellulaire : étape indispensable a la différentiation et a la migration cellulaire et assure
ainsi la sortie des kératinocytes du cycle cellulaire.

Lors d’une plaie 'augmentation de la concentration des TNFx secondaire a I'altération de
la barriére cornéenne entraine un phénomene de réparation cornéocytaire rapide.

-LE DERME :

% Le derme est séparé de I’épiderme par une membrane basale :

Le derme est une couche sous -jacente a I’épiderme ; couche trés innervée et vascularisée
elle comprend I'ensemble des glandes annexes ; c’est un tissu conjonctif fibro -é lastique can-
posé de2 couches :

< Le derme papillaire superficiel : Riche en cellules : fibroblastes, mastocytes, lym-
phocytes, macrophages, monocytes, polynucléaires, éosinophiles

Des vaisseaux capillaires et lymphatiques, des terminaisons nerveuses et des récepteurs.

Le derme réticulaire est constitué surtout d’ un dense réseau de fibres de collagéne et
d’élastine, les annexes épidermiques , réservoir de cellules épidermiques , I'appareil pilosébacé
et les glandes sudoripares.

Son épaisseur varie considérablement selon le sujet et la région mais on pense qu’elle
est comprise entre 1 et 4mm.

Il assure a la peau souplesse hydratation, nutrition et élasticité.

-L’HYPODERME :

C’est un tissu conjonctif lache qui posséde la méme structure que le derme mais on ob-
serve une prédominance de fibres de collagene, de protéoglycanes et de tissu graisseux ce qui
engendre une brusque transition entre ces deux couches.

Il isole le derme des membranes fibreuses enveloppant les parties sous-jacentes pro-
fondes telles que les muscles.

Dans certaines régions (paupiéres, verge, scrotum, oreilles...), cette couche cutanée est

constituée uniquement de tissu graisseux appelé pannicule adipeux
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Le tissu graisseux est divisé en larges lobes adipeux par des cloisons (septa) conjonctives
servant de passage aux vaisseaux et aux nerfs destinés au derme. Au niveau des cloisons se
trouvent également de nombreux faisceaux de collagene tandis que les fibres élastiques sont
plus fines et plus rares que dans le derme.

Chaque lobe est a son tour divis¢ en lobules adipeux arrondis.

Les lobules sont formés de cellules graisseuses, ce sont les adipocytes.

Ces cellules se formenta partir des pré -adipocytes, cellules fusiformes, qui
s’arrondissent et se remplissent de gouttelettes lipidiques. Leur fusion engendre la formation
d’une vacuole lipidique.[125]

Les adipocytes produisent des triglycérides et peuvent les emmagasiner en trés grande

quantité, de telle sorte que le cytoplasme entier peut étre de nature lipoidique (Figure 42)

vésicules lipidiques

vacuole lipidigue

mitochondrie

noyau

Figure 42 : schéma d'un adipocyte

L’épaisseur de cette couche cutanée est en moyenne de 6,5mm.

Ce tissu sous —cutané constitue une réserve d’énergie et de nutriments , il modéle la sil-
houette, assure une certaine protection mécanique aux structures sous—jacentes et joue un role
essentiel dans le processus de thermorégulation. [125]

Innervation de la peau :

La peau est I'organe du toucher ; on différentie deux types d’innervation : I'innervation
sensitive et I'innervation végétative.
L’innervation sensitive est composée de fibres nerveuses et de différents récepteurs, sen-

sibles aux stimulations thermiques, mécaniques et douloureuses.

-51 -



Apport de la medecine regenerative dans les cicatrices faciales

A contrario I'innervation végétative cutanée est uniquement sympathique agit principale-
ment sur les muscles lisses, glandes sudoripares et vaisseaux.

ANNEXES CUTANE ES:

Les Glandes sudoripares ; représentés par deux glandes : Eccrines et apocrines

Les glandes eccrines s’abouchent directement a la peau, nombreuses responsables de la
plus grande sécrétion sudoripare - Les glandes apocrines s’abouchent au niveau d’un follicule
pileux voisin ces derniers sont les plus principalement localisés au niveau du visage.

Les Glandes sébacées ; produisent du sébum qui a la principale fonction de lubrifier le
poil et réduire le dessechement cutané, les glandes sébacées s’abouchent aux follicules pileux
voisins, sauf au niveau des aréoles et des levres ou s’abouchent directement a la peau.

Le follicule pileux ; structure kératinisée a role esthétique, tactile et accessoirement role
de protection thermique, dont les paumes, plantes et les dermo-muqueuses buccales et géni-

tales en sont dépourvues.

2. L’épaisseur dermigue au niveau de la face

Elle est variable d'un point a lautre de la face ;

» Epaisse au niveau de la joue (quatre fois plus épaisse que celle de la paupiére), du
menton, du lobule du nez et de la lévre supérieure.
= Fine au niveau des paupiéres et de la face postérieure de I'oreille.

Par ailleurs, la peau de la face est une peau fine en raison de la faible épaisseur de son
épiderme. Les glandes sudoripares s'y trouvent en quantité faible ou modérée, et le nombre de
follicules pilo-sébacés dépend de la région concernée. Sa surface ne présente ni crétes, ni sil-
lons mais un simple quadrillage de lignes reliant les orifices légérement déprimés des follicules
pilosébacés. Certaines régions de cette peau fine se singularisent soit par la densité , et/ou le
calibre et la longueur des poils (sourcils, moustaches, barbes), soit par la présence de glandes
sébacées annexées a des poils ainsi que | 'absence de glandes sudoripares (ex : les levres).

[127]
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3. Fonctions de la peau

La peau présente de nombreuses fonctions capitales a ’lhoméostasie et au bon fonction-

nement de I’organisme :
< ROle de protection mécanique :

Cette fonction est principalement assurée par la couche cornée qui par son pouvoir des-
guamant, assure une diminution de la charge bactérienne en plus du film lipidique secrété par
les glandes sébacées qui appuie cette fonction. Cette couche représente aussi un role de bar-
riere imperméable qui s’oppose a la pénétration des substances environnementales vers le mi-
lieu intérieur et ce grace a la kératine et a la structure compactée de ces cellules jointes entre
elles par I'intermédiaire des lipides du milieu extracellulaire cependant cette imperméabilité
n’est pas parfaite, certaines molécules et toxiques arrivent a franchir cette barriére.

La peau assure également un réle d’amortisseur des chocs mécaniques, et ce grace a la
structure fibrillaire et élastique du derme et au soutien du tissu graisseux sous-cutané.

< ROle de protection immunitaire :

Elle assure la premiere barriére de défense de I'organisme contre les microorganismes et
ce grace a la présentation des antigenes aux autres cellules immunitaires.

< Role de protection contre les rayonnements UV :

La peau permet de réfléchir les rayonnements UV, et en absorber une partie. Ces rayons
avec le temps entrainent des lésions cellulaires, par induction de modifications d’ADN et libé-
ration de radicaux libres. D’ou I'importance de la mélanine ; qui concentrée autour des noyaux
cellulaires, assure la protection de I’ADN et la libération des radicaux libres.

< ROle de thermorégulation :

La peau joue un role essentiel dans la régulation de la température du corps. Via plu-
sieurs mécanismes dont la microcirculation papillaire, échange thermique a travers I'épiderme,
isolation thermique assurée par la couche graisseuse de I’hypoderme.

En plus de la sudation qui régulée par controle du systeme nerveux autonome.
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Accessoirement le mécanisme d’horripilation intervient en augmentant la couche d’air au
contact de la peau secondaire a I’érection des poils.
% Rolles métaboliques :
La peau est une réserve d’énergie importante représentée par les cellules adipocytaires
hypodermiques. Elle est également site de synthese de la vit D.
< Roles sensoriels :
L'importante innervation cutanée confere a la peau le réle d’organe du toucher par la

perception variée de : chaleur, froid, douleur...

4. Anatomie topographique de la face :

Unités esthétiques de |la face :

Gonzales-Ulloa [50],[128] a été le premier dans les années 1950 a introduire le concept
d’unité esthétique de la face, meneur de notion de zone d’ombre et de la lumiére dans la face
détermine la division de la face en unités esthétiques : front, paupiéres supérieures et inferieu-
res, nez, joues, oreilles, levres supérieures et inférieures, menton et régions bien individuali-

sées nommeées également unités topographiques, variables selon les auteurs.
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Figure 13 : Les différentes sous-unités esthétiques faciales.[72]
1. Le front. 2. Le nez. 3. La région sous-orbitaire. 4. Le filtrum et les lévres. 5. Le menton et I'angle
cervicomentonnier. 6. La région malaire. 7. La région sous-zygomatique. 8. Le masque facial.

La région frontale : Elle s’étend de la limite supérieure des arcades sourciliéres a la ra-
cine des cheveux.

e La région sourciliére : Constituée par deux sourcils séparés par une région glabre.

e La région oculaire : Région comprise entre le sillon orbito —palpé bral et le sillon pal-

pébral inférieur délimitant le cadre orbitaire, constitué du bord inferieur du frontal en
haut et du bord supérieur du malaire en bas et en latéral

e la région nasale : La limite supérieure est représentée par la glabelle, la limite infe-

rieure est matérialisée par la base du nez et les limites latérales par les lignes naso-

géniennes, obliques en bas et en dehors.
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La région génienne : C'est la partie latérale du visage. Cette région présente deux

faces : une latérale ou externe cutanée assez épaisse et mobile recouvrant un tissu
sous—-cutané cellulo-graisseux, et une autre face médiale ou interne, de nature mu-
queuse. Entre ces deux faces s’entend le plan musculaire et logent trois éléments es-
sentiels : le conduit parotidien- le nerf facial - I’artére faciale.

La région orale ou buccale : Comprend les deux levres qui circonscrivent I’orifice

buccal et s’unissent de chaque coté pour former les commissures labiales . Celles—ci
sont constituées d’un plan musculaire puis d’'une couche cutanée externe et d’une
couche muqueuse interne soulevée par les glandes sous-jacentes lui donnant un as-
pect mamelonné.

La région mentonniere : Répond a la saillie du menton représentée par la partie anté-

rieure de la mandibule . La peau a ce niveau est épaisse et adhérente, au-dessous de
laquelle se trouve la couche cellulo -graisseuse peu développée et traversée par les
fibres musculaires qui s’attachent a la peau

v' La région auriculaire : On distingue plusieurs parties :

e L’Helix correspond a un rebord cartilagineux situé au pourtour du
pavillon.

e L’anthélix qui est une émanation cartilagineuse prenant naissance
par deux racines de la région supérieure du pavillon.

e La fossette naviculaire est délimitée par les deux racines de la ré-
gion supérieure du pavillon.

e La conque est la partie centrale et creusée du pavillon. Elle en-
toure le conduit auditif externe qui constitue le point de repére
fixe de cette région.

e Le lobule, seule partie non cartilagineuse de I'oreille externe.

e Le tragus, l'antitragus et I’échancrure inter-tragienne entre les

deux. [129]
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Caractéristiques du revétement cutané facial

Le revétement cutané facial est spécifique. Il présente des caractéristiques qui varient

d’une région a I'autre ainsi on lui décrit huit parametres :
v" Son épaisseur :
Non uniforme, trés fine au niveau des paupiéres, elle devient beaucoup plus épaisse au
niveau du menton et de la région jugale ;
v/ Satexture:
Grossiere au niveau du nez. Elle est fine et souple au niveau des oreilles et des paupieres
v Son modelé :

Sans particularité au niveau du front et de la région jugale mais devient tres élaboré au
niveau du philtrum de la levre supérieure, des orifices narinaires ou de la face antérieure des
oreilles ;

v' Sa pilosité:

Varie en fonction du sexe, de I’a ge du secteur anatomique pouvant imposer une répara-
tion par un lambeau pileux. Les sourcils et les cils sont des éléments particuliers permettant de
cacher une cicatrice cutanée ; leur réparation doit étre minutieuse, ne supportant aucun déca-
lage ;

v' Sa coloration :
Plus marquée sur les pommettes ou sur le nez ;
v' Sa mobilité :

Egalement 3 prendre en compte. Presque inexistante au niveau des éminences malaire ou
de la région temporale, elle devient capitale autour des orifices bordés tel que les paupiéres,
les lévres, mais aussi du soufflet jugal ;

v Ses limites :
Ou zones de transition avec les muqueuses , le cuir chevelu, ont un tracé trés précis de-

vant étre respecté avec fidélité
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v' Sa tension :

Variables selon les régions. Elle s’exerce selon des lignes de force décrites par Langers :
lignes de moindre tension ; La contraction des muscles peauciers est responsable de la forma-
tion des rides car I'axe de contraction des muscles de la mimique est perpendiculaire a ces plis
ainsi formés par perte progressive de I'élasticité et de la force de rappel élastique. Les LMTC
sont les lignes d'incision préférentielles ou les cicatrices seront soumises aux tensions mini-

males. Elles sont paralléles aux rides car la contraction des muscles peauciers

Figure 44 : Axes d'incision selon les lignes de moindre tension.
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Il. Rappel sur la cicatrisation

1. Définition de la cicatrisation :

L’origine du mot <cicatrice> se tire du grec eskhara qui signifie crolte. La cicatrice est
définie selon I’Oxford English dictionary (2004) comme une marque séquellaire laissée sur la
peau apres la cicatrisation d’une plaie ou d’une brilure.

La cicatrisation est un ensemble de processus et de phénomeénes physiologiques aboutis-
sant a la fermeture d’une plaie. Ce qui fait appel a deux processus naturels : La mitose et
I’apoptose.

La mitose : corresponds a la division d'une cellule mére en deux cellules filles strictement
identiques génétiquement.

L’apoptose : est le processus par lequel des cellules déclenchent leur autodestruction en
réponse a un signal. C'est I'une des voies possibles de la mort cellulaire, qui est physiologi-
guement programmé.

Ainsi on distingue ; la cicatrisation primaire et secondaire.

La cicatrisation primaire dite de premiére intention , qui correspond a une réparation si-
multanée de I’épiderme et du derme. Elle fait généralement suite a une plaie chirurgicale ou les
deux berges ne sont pas contuses et mises au contact bord a bord.

La cicatrisation secondaire qui correspond a une réparation couche par couche . Elle se
produit lorsqu’il n’y a pas de recouvrement immédiat de la perte de substance. Elle est aussi

appelée cicatrisation dirigée.

2. Processus physiologique de la cicatrisation :

La cicatrisation correspond a I’étape ultime d’un processus inflammatoire qui se déroule
en 4 phases :

Phase inflammatoire et vasculaire,
Phase inflammatoire et granulomateuse,
Phase de bourgeon charnu,

Phase de cicatrisation proprement dite.

onNw»
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A. Phase inflammatoire et vasculaire :

Une plaie aigué entraine une plaie vasculaire, ainsi le sous-endothélium vasculaire est
mis a nu, responsable d’un phénoméne hémorragique.

Les lésions endothéliales entrainent une activation des plaquettes, qui s’agrégent et se-
cretent par dégranulation de multiples cytokines pro - inflammatoires, qui conduisent a la for-
mation d'un caillot fibrino -plaquettaire ou clou plaquettaire, composé de plaquettes, de fibro-
nectine plasmatique, de vitronectine et de thrombospondine.

Ce caillot permet de stopper I’lhémorragie en rétablissant | 'étanchéité vasculaire et de
fournir aux kératinocytes une matrice extracellulaire temporaire pour leur migration . Ainsi les
plaquettes incluses dans le caillot agissent a la fois sur la coagulation et sur la sécrétion de
cytokines pro- cicatricielles tel que le PDGF, qui attire et active les macrophages et les fibro-
blastes.

Ainsi ces médiateurs libérés localement permettent le recrutement précoce des cellules
immunitaires inflammatoires au niveau du cite cicatriciel dont le role est I’expression et la sé-
crétion de cytokines et d’interleukines dont la sélectine qui favorise I’adhésion des leucocytes
aux cellules endothéliales de I'intima. En plus des cytokines pro-inflammatoires tel que I'll-1,le
basic fibroblast growth factor (bFGF ) et le TNFx, qui a elles-mémes induisent la production
d’autres interleukines dans le but de la migration et de I'activation des polynucléaires neutro-
philes et des macrophages ; qui vont lutter contre I'infection et déterger la plaie par intermé-

diaire enzymatique et par production de radicaux libres[30]. (Figure 45)
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Figure 45 : Phase inflammatoire et vasculaire de la cicatrisation[67]

B. Phase inflammatoire et granulomateuse

Rapidement les facteurs chimiotactiques attirent d’autres éléments inflammatoires afin de
former un granulome inflammatoire composé a ce stade de monocytes /macrophages, lympho-
cytes et de plasmocytes (et de polynucléaires résiduels) qui assurent une détersion maximale
indispensable pour le rétablissement de la continuité cutané.

Cette détersion assurée par les monocytes circulants qui traversent le réseau vasculaire et
se transforment en macrophages a action non seulement phagocytaire et anti-inflammatoire
mais surtout sont une source essentielle de cytokines pro-inflammatoires (IL1, TNFx) et de
facteurs de croissance dont I'insulin-growth factor 1 (IGF- 1), le TGF b, et le PDGF.

Ces protéines amplifient la réponse inflammatoire, stimulent la prolifération de fibro-
blastes et la production de collagéne ainsi entrainent la formation du tissu de granulation.

Le monoxyde d’azote stimulé par I'lL1 et le TNFx ; participe a I'activité anti-infectieuse
dans la plaie ainsi qu’au role immuno- modulateur et stimule la prolifération et la migration

des kératinocytes.
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Entre 48 et 72 heures apres I'apparition de la plaie, les macrophages y prédominent, pré-
sents en nombre supérieur a celui des PNN . Vers le 5& me-7& me jour, peu de cellules inflam-
matoires persistent, les fibroblastes deviennent le type cellulaire prédominant[59]

Le reste de I’évolution et la qualité du processus de cicatrisation est conditionné par la

qualité de cette détersion.

C. Phase de bourgeon charnu :

Paralléelement a la détersion un tissu transitoire « tissu de bourgeon charnu » ou « tissu
de granulation » (Figure 46) qui comble la perte de substance se forme a partir des 2e me -
4¢e me jours

Ce tissu de granulation principalement formé de néovaisseaux, de fibroblastes et de
myofibroblastes, synthétise du collagéne et d’autres éléments de la matrice extra cellulaire qui
accompagnent les néovaisseaux et élaborent une nouvelle matrice conjonctive provisoire, ainsi
que des éléments du granulome inflammatoire qui continuent de migrer vers le lieu de la dé-

tersion et secrétent des cytokines.

Epidermis

' Fibroblast

Blood vessel

Dermis

Collagen

Fat

Figure 46 :Phase du bourgeonnement de la cicatrisation[67]
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D. Phase de cicatrisation proprement dite :

Le remodelage du bourgeon charnu, la ré-épithétisation, et la réorientation du néo tissu
formé font suite a la détersion du foyer lésionnel, I’élimination des agents agresseurs et le
comblement de la perte de substance éventuelle.

Ce processus résulte suite a de nombreuses interactions cellulaires et cytokiniques, ac-
tions de la matrice extracellulaire :

v' La contraction des myofibroblastes.

v" La raréfaction et hiérarchisation des vaisseaux

v" Densification de la trame collagénique grace a un équilibre entre la synthése et le
catabolisme du collagéne et de la matrice non fibrillaire.

La réparation conjonctivo-épithéliale aboutit a une cicatrice rouge, immature concave qui
s’aplatit progressivement a mesure que son caractére inflammatoire disparait.

La réparation cicatricielle est dépourvue de mélanocytes, de poils, et de glandes sudori-
pares ou sébacées.

La réparation et la restructuration cicatricielle fait suite pendant de nombreuses mois et
années ; dans son évolution on note une restructuration de son collagéne, avec une balance
permanente entre la synthése du collagéne et I'activité collagénolytique entrainant une aug-
mentation de la résistance élastique cicatricielle du fait de la modification structurelle du colla-
geéne par :

v Remplacement du collagéne de type lll par du collagene de type | : Confere stabi-
lité et solidité.
v" Crosslinking, création de liaisons covalentes entre les fibres de collagéne.

Méme dans le meilleur des cas, la résistance élastique de la cicatrice n’est jamais totale ,
avec une force de rupture a 80% de sa valeur initiale a 1 an.

In fine ; la cicatrisation est une résultante d’un ensemble de processus d’intensité varia-
ble selon I’agent agresseur, son intensité et sa localisation, processus qui s’articulent de facon

plus ou moins harmonieuse dans le but de restituer I'intégrité tissulaire initiale.
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Il existe en outre des facteurs individuels, certains inconnus d’autres imprévisibles, qui

interviennent dans le déroulement de ces phénomeénes de restitution tissulaires.

3. Facteurs influencant la cicatrisation :

L’évolution de la cicatrice est sous la dépendance de nombreux facteurs dont des fac-

teurs intrinséques (type de traumatisme et des caractéristiques de la plaie), mais également de

facteurs extrinséques (le terrain du patient) (18) :

3.1 Facteurs intrinséques :

> Caractéristiques du traumatisme :
Type, étendue et profondeur du traumatisme
> Localisation et environnement de la plaie :
Vascularisation de la zone du traumatisme, contusions ou nécrose en périphérie de la
plaie retardent et alterent le processus cicatriciel.
> Contamination de la plaie :
L’infection est un déterminant majeur de retard et de non cicatrisation : Amplification de
I'inflammation.
v' Hydratation de la plaie
v" Présence de corps étrangers
» Vascularisation locale :
L’hypoxie tissulaire est un facteur déterminant de la non- cicatrisation.
» Tabagisme :
Conséquence d’hypo vascularisation locale, et facteur favorisant de pathologies athéro-
mateuses, inflammatoires et de la carboxyhé moglobinémie
v Insuffisance veineuse
v' Irradiation
v" Traumatisme mécaniques répétés

v' latrogénie :
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Notamment les produits topiques appliqués, dont les antiseptiques classiquement
appliqués ; altérent a régénération tissulaire par toxicité ; ils doivent étre proscrites sur
plaies propres et prescrites aprés dilution sur plaies infectés.

» Cancer:
Diagnostic différentiel habituel d’une plaie qui ne cicatrise pas. Les carcinomes épider-
moides peuvent également survenir apres de nombreuses années d’évolution d’une plaie chro-

nique (ulcere de Marjolin).

3.2 Facteurs extrinséques :

e Défauts de cicatrisation héréditaires :

Certaines maladies congénitales responsables d’anomalies du tissu conjonctif par défauts
de synthese du collagéne ou d’élastine notamment le syndrome d’Ehlers-Danlos, le syndrome
de Marfan. Entrainent des défauts et retards de cicatrisation.

o Déficits nutritionnels :

La synthése de collagéne, d’enzymes et d’anticorps est donc de nouveaux tissus et
conditionnée par I’apport de protéines et d’acides aminés.

Les glucides, les lipides représentent une source d’énergie dont les phospholipides ;
constituants importants de membranes cellulaires.

Les vitamines jouent un rble important dans la cicatrisation en tant que cofacteurs enzy-
matiques.

e L'dge:

L’age conditionne la rapidité de la cicatrisation ; cette derniere est ralentie pour les pa-
tients d’age avancé de méme pour la réponse immunitaire.

En outre il existe souvent des pathologies associées : cancer, diabéte et athérosclérose.

A l’inverse les sujets jeunes sont sujets a une cicatrisation sur le mode hypertrophique
du fait des proliférations et des syntheses cellulaires plus rapides que celles retrouvés chez

I’adulte.
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e Diabéte :
Son influence négative est multifactorielle dont [I'artériopathie, la neuropathie,
I'immunodéficience et I'interaction au transport de la vitamine C.
e Prise de médicaments : immunosuppresseurs, chimiothérapies et anti-inflammatoires

v Les glucocorticoides ; ont un effet négatif sur les étapes de la cicatrisation alte-
rent I'inflammation, la prolifération cellulaire, la synthése de collagéene, la forma-
tion et la contraction du tissu de granulation, et I’épithélialisation.

v' Les cytostatiques substances utilisées en chimiothérapies ayant la propriété de
bloquer la synthése, le fonctionnement ou la multiplication cellulaires et par con-
séquent dans les plaies en cours de cicatrisation.

v" Les anticoagulants anti vitamine K altérent la synthése de la prothrombine et
I’héparine, accélerent I'inactivation de la thrombine et empéchent la transforma-
tion du fibrinogéne en fibrine.

Les immunosuppresseurs (ciclosporine) favorisent les infections et en inhibant la prolifé-

ration et la différenciation cellulaire.

4. La cicatrisation pathologique :

Sous l'influence de plusieurs parameétres, biologiques, génétiques, I’age ou encore envi-
ronnementales le processus cicatriciel peut mener a une cicatrisation pathologique ; un retard
de cicatrisation (plaies chroniques), altération cicatricielle (cicatrices rétractiles) ou un exces

cicatriciel (botryomycome, chéloides). (Figure 47)
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Figure 47 : Evolution du processus cicatriciel [97]

> Les cicatrices hypertrophiques : Résultantes de production excessive de tissu fibreux en

placards ou en nodules saillants indurés limités a la zone traumatisée . Elle est épaissie

et érythémateuse : deux types de cicatrices hypertrophiques sont a distinguer :

e les cicatrices hypertrophiques linéaires (par exemple, chirurgicale/traumatique, souvent

dans les régions du cou ou de I’épaule ) sont des cicatrices rouges, soulevées et parfois

prurigineuses, confinées a la frontiére de I'incision chirurgicale originale

e les cicatrices hypertrophiques étendues sont la résultante d’une propagation de

I’hypertrophie. Celle-ci est habituellement consécutive a des brulures ou a d’autres

dé fects cutanés étendus

¢

Les chéloides : Pseudotumeurs cutanées intradermiques fibreuses faisant suite a une
activité fibroblastique excessive et une production de fibres de collagénes épaissies

exubérantes avec des extensions en « pattes de crabe » refoulant les structures

avoisinantes. Progressives aprés le 67€M€ mois et récidivantes aprés ablation chi-
rurgicale. Plus fréquentes dans la population a peau noire
Le botryomycome : Il s’agit d’'une petite tumeur vasculaire inflammatoire pédiculée

empéchant I'épithélialisation, son exérése permet la cicatrisation.
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> Les cicatrices rétractiles : Conséquence de plaie mal orientée par rapport aux lignes de
tractions physiologiques.

> Retard de cicatrisations : Conséquences de déroulement anormal du processus de la ci-
catrisation par présence de facteurs intrinséques et extrinséques de mauvaises cicatri-

sations.

lll. Rappel sur la cicatrisation

1. Généralités :

Une cellule souche est une cellule indifférenciée qui a deux propriétés essentielles :

e L’auto-renouvellement, ca veut dire que la division d’une cellule souche donne
naissance a deux cellules filles qui sont identiques a la cellule meére, cette pro-
priété est essentielle a la fois dans le développement embryonnaire mais aussi a
I’dge adulte ou ces cellules vont servir de réservoir dans différents organes.

o La différenciation : c’est la capacitée a la transformer dans une cellule différenciée
comme un cardiomyocyte, un hépatocyte ou un Kératinocyte. En entamant un
processus de différenciation, elle perd donc sa capacité d’auto renouvellement et
son nom de cellules souches, elle s’engage dans une voie de différenciation qui va
la conduire dans une lignée cellulaire spécifique qui va au final donner une cellule
différenciée particuliere dépendant d’une part du programme d’expression des
genes a l'intérieur de la cellule et aussi de I’environnement cellulaire, des diffé-

rents stimuli qu’elle va percevoir.
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2. Les différents types de cellules souches :

Historiquement, les cellules souches ont été classées en quatre catégories selon leur ca-

pacité a produire des cellules différenciées (figure 48)
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Figure 48 : Différents types de cellules souches[69].

e Les cellules souches totipotentes sont définies par leur capacité a donner un organisme
viable et ne sont observées dans un organisme que depuis le stade zygote jusqu’au
stade morula, soit pendant les quatre premiers jours aprées la fécondation de I'ovule par
le spermatozoide.

e Les cellules souches pluripotentes ont la capacité de s’engager de s’engager et de se
différencier en tous les types cellulaires d’un organisme issus des trois feuillets em-
bryonnaires (endoderme, mésoderme et ectoderme ) a I'exception des annexes e m-

bryonnaires (placenta, amnios, allantoide et vésicule ombilicale).
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Elles correspondent aux cellules souches embryonnaires pouvant étre isolées de la
masse interne du blastocyste a 5 - 7 jours du développement.

e Les cellules souches multipotentes ont une capacité de différenciation plus restreinte
que les cellules souches pluripotentes . Elles sont définies par la capacité a donner nais-
sance a divers types cellulaires mais sont le plus souvent déja engagées dans un lignage
donné. Des cellules de ce type sont présentes a I’état indifférencié au sein de la plupart
des tissus dont elles assurent I’homéostasie tout au long de la vie [114].

e Les cellules souches unipotentes elles sont des cellules souches dont le potentiel de
différenciation est tout a fait restreint.

Leur potentiel de différenciation est limité a un seul type cellulaire. Par exemple les
kératinocytes souches du stratum germinativum ne vont pouvoir se différencier que dans
des cellules de la peau. Ce sont néanmoins bien des cellules souches puisqu’elles peuvent
s’auto-renouveler et qu’elles ont un potentiel de différenciation.

Globalement on peut ainsi considérer deux grands types de cellules souches :

Les cellules souches qu’on va trouver chez I’embryon, qui vont étre des cellules prin-

cipalement totipotentes et pluripotentes.

Les cellules souches que I’on va trouver chez I’adulte qui vont étre des cellules mul-

tipotentes et unipotentes.

3. Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) :

Les cellules souches mésenchymateuses représentent un autre type de cellules souches
multipotentes chez I’adulte et dont les caractéristiques en font un candidat de choix pour plu-
sieurs applications cliniques.

Isolés pour la premiére fois par I’équipe de Alexander Friedenstein en 1970 qui a mis en
évidence dans la moelle osseuse I'existence de progéniteurs non hé matopoiétiques capables de
former des colonies d’allure fibroblastique (Colony Forming Unit-Fibroblasts : CFU-F) [95].

Les cellules souches mésenchymateuses préservent leurs capacité d’autorenouvélement,

mais également leurs capacités d’engament dans des lignées cellulaires d’origine méso- der-
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mique telles que l'os, le cartilage, le tissu adipeux, le muscle et le stroma médullaire[93]. en
outre cette capacité de remplacement de ces cellules cibles par différentiation , le potentiel
thérapeutique des CSM repose également a leurs aptitude a la sécrétion d’un large panel de
cytokines et de facteurs de croissance ayant un potentiel immunomodulateur, pro angiogé-
nique , anti-fibrotique et trophique [23,52,61] , cette activité paracrine est largement docu-
mentée et représente actuellement hypothese du mécanisme d’action principal de ces cellules.

De plus, les CSM expriment faiblement les molécules du complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) et secretent des facteurs immunosuppresseurs qui limitent les réac-
tions immunitaires contre le greffon diminuant I'utilisation de traitement immunosuppresseur
exogeéne lorsqu’on utilise des CSM allogéniques. Depuis leur premiére caractérisation, de nom-
breuses dénominations ont é té utilisées pour qualifier les CSM  : progéniteurs mésenchyma-
teux, cellules stromales mésenchymateuses, cellules stromales multipotentes etc.

Pour clarifier cette nomenclature , des criteres minimums de définition des CSM ont é té
proposés par |'/nternational Society For Cellular Therapy en 2005[58] :

e une capacité a adhérer auplastique et proliférer en culture ;

e un phénotype membranaire déterminé par cyrtométrie en flux avec une majorité de cel-
lules (> 90 %) positives pour les marqueurs CD 13, CD73, CD90 et au moins 98 % des
cellules négatives pour les marqueurs hé matopoiétiques CD11b, CD45 ;

e un potentiel de différenciation /n vitro en types cellulaires issus du mésoderme (os, car-
tilage, tissu adipeux).

Ces cellules sont le plus souvent isolées a partir du tissu adipeux ou de la moelle osseuse
mais le faible pourcentage de CSM présent dans ces tissus implique une étape d’amplification
ex vivo indispensable afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules pour une utilisation théra-
peutique toujours limités par de nombreuses contraintes dont le cout élevé, le délai et la tech-
nicité limitée.[80]

Ainsi ces limites ont conduit au développement d’un produit cellulaire alternatif, appelé

Fraction Vasculaire Stromale (FVS), dérivé du tissu adipeux autologue et dont la richesse en
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CSM permet de s’affranchir d’une étape d’expansion cellulaire . En effet, initialement utilisé
pour son caractere volumateur en chirurgie plastique, le tissu adipeux présente des propriétés
trophiques favorables a une régénération tissulaire du site receveur.

Cet effet a é té attribué a la présence au sein du tissu adipeux sous  -cutané de cellules
souches multipotentes découvertes en 2001 par I’équipe de Zuk et dont les propriétés sont
similaires aux CSM retrouvées dans la moelle osseuse [124].Le tissu adipeux présente
I’avantage de pouvoir étre prélevé en grande quantité par simple lipoaspiration contrairement a
un prélévement de moelle osseuse plus invasif . De plus, les CSM se trouvent en concentration

plus importante, estimées a 40 fois plus, dans le tissu adipeux que dans la moelle osseuse

[104]
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Figure 49 : Les CSM - sources et potentiel de différenciation [19]
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PARTIE 2 : LE TISSU ADIPEUX

. Le tissu adipeux autologue.

1. Le tissu adipeux blanc et brun :

La graisse ou tissu adipeux est un tissu présent en quantité importante dans I’organisme.
Avec principal role de stockage de I'énergie excédentaire présent lors des périodes
d’abondance afin d’assurer la survie lors des crises de manque d’apport calorique. Composé
principalement d’adipocytes, ces cellules ont la particularité d’accumuler les lipides dans leurs
cytoplasme sans pour autant compromettre leurs intégrité fonctionnelle[43].

On dispose dans I'organisme deux types de tissus adipeux qui différent par leurs fonc-
tions, leurs distributions et leurs organisation cellulaire.

Le tissu adipeux uni molaire ; Blanc dont sa proportion dans I’organisme est variable se-
lon le sexe et I'indice de masse corporel (IMC), pouvant varier de 9% a 28% du poids pour un
sujet sain et de 22% a 32% du poids pour un sujet obése [56] on distingue ainsi principalement
deux localisations : le tissu adipeux sous —cutané, plus volontiers localisé sur la paroi abdom i-
nale et les flancs, la région glutéale et trochantérienne et le tissu adipeux viscéral, contenu
dans le mésentére, 'omentum et la loge ré tropéritonéale [29,47] .Ces différents dépots pré-
sentent une variabilité dans leur structure , leur composition et leur métabolisme selon leur
localisation et les organes voisins [64] ce qui explique la différence de structure du tissu de
soutien notamment la différence de vascularisation ; a noté que certaines études ont montré
une plus grande vascularisation et innervation du tissu adipeux blanc omental par rapport au
tissu adipeux blanc sous-cutané en lien avec une plus grande activité métabolique [55] ,le
tissu adipeux intervient passivement dans le maintien de ’lhoméostasie thermique.

Le tissu adipeux brun multiloculaire est minoritaire dans I’organisme humain adulte. Son
role est important dans la thermorégulation corporelle , grace a de nombreuses mitochondries

intracellulaire et I'action particuliére de la protéine UCP-1 ou thermogénine [21]. La coloration
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brunatre de ce tissu est secondaire a I'importante concentration de mitochondries a I'intérieur
des cytoplasmes cellulaires[43]. Les dépots de tissu adipeux bruns sont trés localisés, et plus
abondants chez les foetus et les nouveau-nés. On le retrouve majoritairement dans les régions
axillaires, cervicales, péri - rénales et surrénales [21] chez ’'homme le tissu adipeux brun subit
une importante atrophie avec I’dge , Avec I'apparition de I'imagerie métabolique comme la to-
mographie par émission de positons au fluorodé oxyglucose (FDG-PET) plusieurs études ont
rapporté la persistance de dépots de graisse brune chez I’adu Ite dans la partie supérieure du
corps comme le cou, la colonne vertébrale cervicale ou sous les clavicules [78].

L’activation de la graisse brune persistante chez I'adulte et I'augmentation de la dépense

énergétique associée est une voie de recherche importante dans la lutte contre I'obésité [71,79]

2. Les adipocytes :

Les cellules adipocytaires matures représentent un tiers du volume du tissu adipeux. Elles
sont entourées d’un fin réseau vasculaire, de terminaisons nerveuses, de ganglions lymphati-
ques, de cellules de I'immunité comme les leucocytes et macrophages , de péricytes, de fibro-
blastes et de cellules pré -adipocytaires ou cellules adipeuses non différenciées immatures [1],
Les adipocytes du tissu blanc uniloculaire possedent I’équipement cellulaire nécessaire a
I’accumulation cytoplasmique des lipides . La taille des cellules varie de 60 um a plus de 120
pMm chez les personnes obéses selon la quantité de lipides accumulés [55] , Ces lipides peuvent
représenter jusqu’a 90 % de la masse cellulaire de I'adipocyte. Le fin maillage du réseau vascu-
laire périphérique assure a chaque adipocyte la proximité d’un capillaire.

La plasticité du tissu adipeux est unique dans I’organisme , afin de répondre aux varia-
tions des besoins énergétiques. Lorsque la balance énergétique est positive I’excédent est ac-
cumulé sous forme de triglycérides dans les cellules adipeuses , qui augmente alors en volume
(hypertrophie) et proliferent pour augmenter en nombre (hyperplasie). Le phénomene
d’adipogé nese est essentiel pour maintenir I'intégrité du tissu adipeux. Ce renouvellement cel-

lulaire est lent. Il est estimé a10% des cellules adipeuses chaque année[102]
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L’'adipogeneé se est divisée en deux phases. La détermination, premiere phase du proces-
sus, consiste en la prolifération des cellules souches mésenchymateuses du tissu adipeux et
leur différenciation dans la voie adipocytaire pour générer des précurseurs des adipocytes ou
pré —adipocytes. Le phénotype de ces cellules est proche de celui des cellules souches mésen-
chymateuses, mais certains marqueurs précoces de différentiation sont alors exprimés.
[20,53] ; Cette premiére étape de détermination semble faire intervenir des facteurs de trans-
cription spécifiques tels que Zfp 423 et Zfp467 (Protéine a doigts de zinc ou Zinc finger protein
423 et 467) [26,87], La différenciation des pré adipocytes en adipocytes matures , deuxiéme
phase de I'adipogeneé se [20] ,est caractérisée par une augmentation de I’activité lipogénique .
Les cellules adipocytaires deviennent sensibles a I'insuline, secretent des protéines spécifiques
et acquierent les enzymes nécessaires au stockage et au transport des lipides [20], Ainsi la
morphologie proche des fibroblastes du pré -adipocyte est remplacée par une morphologie
uniloculaire caractéristique de I'adipocyte mature. C’est en phase G1/S du cycle cellulaire que
ces cellules acquiérent ces caractéristiques[2,4], L’adipogé nese est stimulée par différents s i-
gnaux extracellulaires, dont les principaux impliquent les proliférateurs de peroxysomes (PPAR)

et la famille C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein).

3. Fonctions du tissu adipeux blanc

3.1 Protection physique et thermogéneése :

Le tissu adipeux assure un réle isolant unique dans I'organisme . Sa conductivité thermi-
que est par exemple deux fois moins élevé que la conductivité thermique du tissu musculaire ,
permettant de limiter la perte de chaleur de ’organisme lors d’une exposition au froid [5], Ain-
si le tissu adipeux blanc, présent en quantité importante dans la couche hypodermique profon-
de de la peau, apporte une protection mécanique essentielle en absorbant I’énergie des diver-

ses contraintes mécaniques appliquées quotidiennement sur la peau (43).

3.2 Meétabolisme des lipides :

Dotés d’une machinerie spécialisée pour le stockage de I'énergie résiduelle sous forme

de lipides et plus particulierement sous forme de triglycérides, ils présentent une haute densité
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calorique grace notamment a leur faible hydratation. lls présentent d’avantage d’énergie par
rapport au glycogéne et ce avec un poids réduit.

Le métabolisme des lipides dans I'adipocyte fait intervenir trois processus cellulaires : le
transport des acides gras dans la cellule, la lipogenése ou synthése d’acides gras et de glycérol
et a I'inverse la lipolyse ou hydrolyse des triglycérides ; Ces trois processus sont modulés par
différentes biomolécules tels que I'insuline, le cortisol, les hormones de croissance, les acides

gras libres, les cytokines [12,88]

3.3 Fonction endocrine :

Le tissu adipeux a longtemps été considéré comme un tissu dont la principale fonction
est le stockage de lipides , mais depuis la découverte de la leptine ; hormone sécrétée par le
tissu adipeux nécessaire a la régulation de la satiété [122]; Ainsi I’étude de la sécrétion du
tissu adipeux a permis de mettre en évidence de nombreuses protéines et molécules. Plusieurs
études du tissu adipeux ont mis en évidence sa faculté a secréter des cytokines comme le
TNFx, IL-6 et de facteurs de croissance comme le TGF B. D’autres molécules, impliqué dans la
coagulation sanguine comme I’activateur du plasminogéne- 1 (plasminogen activator inhibitor
-1 ou PAI-1), 'homéostasie glucidique (adiponectine, leptine) ou I'angiogenése (VEGF) sont
également secrétées par le tissu adipeux [45], Le tissu adipeux blanc est impliqué indirecte-
ment dans la sécrétion des hormones stéroidiennes , en secrétant les enzymes nécessaires a la

conversion des hormones glucocorticoides et sexuelles (56,57)

4. Fonction vasculaire du tissu adipeux

Le tissu adipeux est un tissu richement vascularisé . Durant I’embryogenése, le dévelop-
pement du réseau vasculaire destiné au tissu adipeux précéde parfois I'apparition des adipocy-
tes [91]. Cette riche vascularisation est nécessaire pour permettre sa plasticité . Lorsque le tissu
adipeux se développe, la création de nouveaux vaisseaux au sein du tissu assure la nutrition et
I’'oxygénation du nouveau tissu adipeux. Ce phénoméne d’ampliation vasculaire est assuré soit

par vasculogé nése durant I’embryogenése, soit par angiogenése durant la vie ex-uté ra

4.1 Vasculogénése :
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Lors de 'embryogenése, la différenciation des cellules précurseurs endothéliales in situ
permet la création du réseau vasculaire par le phénomene de vasculogene se [91]. Les cellules
précurseurs endothéliales sont les hé mangioblastes, cellule souche commune de I'endothélium
et du systéme hé matopoiétique issu du tissu mésodermique et regr oupées en flots dans le sac
embryonnaire. La sensibilité de ces cellules au VEGF est déterminante dans leur différentiation
en cellules endothéliales dans I’embryon [91]. Le rble du VEGF est donc essentiel dans
I'initiation de la vasculogé nese comme de I’angiogenése. La mutation d’un seul alleéle de VEGF -
A est responsable d’un arrét de I’embryogenése in -uté ro([25],[41]). Les premiéres structures
vasculaires sont formées par la fusion des angioblastes, cellules primitives des cellules endo-
théliales encore immatures. Ces structures primaires n’ont pas encore de lumiére.[25] Les cel-
lules centrales de ces vaisseaux primitifs n’exprimeraient pas le récepteur au VEGF ce qui les
orienteraient vers une différenciation en cellules hé matopoiétiques [91]. L’action commune de
FIk-1 pour la production des cellules endothéliales et hé matopoiétique soutient I’hypothése
origine commune [39]. Le role du PDGF-B et du TGFB dans le recrutement des péricytes néces-
saires a la stabilisation du réseau vasculaire primitif semble associé [61]. Les travaux d’Asahara
et col. [8] ont montrés la persistance du phénomeéne de vasculogé nése apreés la naissance, gra-
ce a l'existence de cellules progéniteurs endothéliaux (PECs) coexprimant I’antigéne CD34 et le
récepteur 2 du VEGF ou KDR. Ces cellules ont conservé la capacité de prolifération et de diff é-
renciation endothéliale permettant ainsi une néovascularisation de novo. Ces cellules semblent
capables lors du processus de néovascularisation d’assurer la croissance des néovaisseaux et la
réparation vasculaire ([7],[110]). Ces cellules semblent étre originaires de la moelle osseuse
Leur fonction dans la né oangiogénése a é té mise en évidence dans plusieurs modeles animaux
d’ischémie périphérique ou myocardique ([63],[101]). La connaissance des PECs reste encore
incertaine. Deux sous - populations cellulaires ont é té mises en évidence [122]. Les progéni-
teurs « précoces » d’origine hé matopoiétique ayant un délai rapide d’obtention de colonies
adhérentes en culture (4-5 jours) mais un potentiel de prolifération limité mais un phénotype

associant marqueurs endothéliaux et marqueurs de monocytes/macrophage. Leur action dans
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I‘angiogenése semble dépendre essentiellement de leur action de sécrétion [75]. Les progéni-
teurs « tardifs » ou ECFC (Endothélial colony forming cells) ou blood outgrowth endothelial cells
(BOEC) ont un délai plus long d’obtention de colonies adhérentes en culture (10-20 jours) mais
un potentiel de prolifération élevé et un phénotype endothélial complet et homogéne, sembla-
ble aux angioblastes embryonnaires. Différentes études, ont démontré la capacité de ces cellu-
les a former des ébauches vasculaires . Leur injection au sein de tissus ischémiques semble
améliorer la né oangiogénése et favoriser la revascularisation tissulaire ([133]-[64]). L'efficacité
des PEC sur les phénomenes ischémiques est a la fois directe en participant a la néo - vascula-
risation et indirecte en secrétant du VEGF, de I'IL-8, du NO et des vésicules extracellulaires
chargées en miRNA a forte activité angiogénique [115]. Les ECFC extraites du sang du cordon
ombilical ont un haut potentiel de prolifération et permettent in vivo la formation de vaisseaux
fonctionnels[10]. Ces cellules présentent un phénotype de cellules souches [55]et une immatu-
rité nécessaire a leur différentiation en cellule endothéliale[55,86] Les ECFC extraites du sang
périphérique sont trés rares et ont un faible potentiel de prolifération [43]. Ces cellules ont des
capacités angiogéniques plus limitées, et semblent affectées par les facteurs de risque cardio-
vasculaire du patient[50]. Il semble clairement établi que les PECs « tardifs » ou ECFC n’ont pas
une origine hé matopoiétique [119] et seules quelques trés rares cellules circulantes CD45- et
CD133- donc dépourvues de marqueurs hé matopoiétiques, sont capables de générer des ECFC
[77],remettant en doute I’hypothése d’un réservoir médullaire d’ECFC [118]. Leur origine vas-
culaire, dans I'intima des vaisseaux, semble aujourd’hui I’hypothése la plus probable [134].Des
cellules souches endothéliales semblent également présentes dans I’adventice et la media des
vaisseaux afin d’assurer le renouvellement des cellules endothéliales et de participer a la cré a-

tion de néovaisseaux [88].

4.2 Angiogenése :

L’angiogenése est un phénomeéne de création de nouveaux vaisseaux a partir des vai  s-
seaux préexistants. Ce processus est retrouvé chez I’embryon comme en période post - natale.

Ce processus est particulierement intense lors de la croissance tumorale. Quatre mécanismes
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ont é té décrits : le bourgeonnement et I'intussusception sont majoritaires et I’élongation ou
I’élargissement sont minoritaires [28].Le bourgeonnement fait intervenir tout d’abord une dé-
gradation de la matrice extracellulaire puis la migration et la prolifération des cellules endothé-
liales sous I'action de molécules chimiotactiques et enfin la formation d’une lumiére associée a
la maturation de I’endothélium [92]. Plusieurs biomolécules permettent la régulation de ce
phénomeéne, comme le VEGF ou I'angiopoiétine -2 (Ang-2), antagoniste du récepteur Tie 2. La
dégradation de la matrice extra —cellulaire va permettre la libération de facteurs de croissance
tels que le bFGF , le VEGF et 'lGF , qui vont guider la migration cellulaire . La production
d’angiopoiétine-1 (Ang-1) par les cellules entourant le nouveau vaisseau permet de stabiliser

les adhésions entre les cellules endothéliales et de maintenir un phénotype quiescent [135].

4.3 Relations entre adipogénése et angiogenése :

Le tissu adipeux a la capacité de se remodeler , s’expandre ou de régresser selon les va-
riations d’apport calorique tout au long de la vie d’un individu. Pour assurer ses fonctions de
synthese, de stockage ou de libération des triglycérides ainsi que sa fonction endocrine , il doit
étre entouré d’un réseau vasculaire adaptatif . Plusieurs études expérimentales ont montré
I'inhibition de la plastie du tissu adipeux lors de I'inhibition de I’angiogenése [18:470]-[96]. Il
existe une étroite communication inter-cellulaire entre cellules endothéliales et adipocytes,
dépendante de la faculté de sécrétion des cellules et des contacts directs de cellule a cellule
Ainsi les adipocytes peuvent secréter des facteurs pro -angiogé niques comme la leptine et le
VEGF alors que les cellules endothéliales peuvent secréter des facteurs stimulant I'adipogé nése

comme le PDGF ou la fibronectine [114].

4.4 Propriétés angiogéniques du tissu adipeux :

Le tissu adipeux est un organe secrétant de nombreuses biomolécules ayant une action

positive sur I’angiogenese.

LA LEPTINE
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La leptine est une hormone produite principalement par les adipocytes du tissu adipeux
blanc uniloculaire.[136] La fonction principale de cette protéine est de réguler la consommation
d’aliments et la prise de poids en agissant sur la production par I’hypothalamus de neuropepti-
des essentiels la balance énergétique [102].La leptine aurait une action sur différents processus
métaboliques et hormonaux ainsi que sur la né o -angiogé nese de facon comparable VEGF .La
leptine stimule les cellules qui expriment le récepteur de la leptine (OB- Rb) [137]et entraine
une activation des voies de signalisation JAK/STAT modulant I'angiogenése, la prolifération et
la survie cellulaire . La leptine stimule également la production de VEGF , des métalloprotéases
MMP- 2 et MMP -9 nécessaires a I'initiation du bourgeonnement vasculaire et de FGF -2
[22,138]

FACTEUR DE CROISSANCE DE L’ENDOTHE LIUM VASCULAIREVEGF)

Le VEGF est produit dans le tissu adipeux blanc par les adipocytes matures et les cellules
de la fraction vasculaire stromale [139]0On dénombre trois récepteurs associés au VEGF le
VEGFR-1/Flt-1, le VEGFR-2/KDR/Flk-1 et le VEGFR-3/FlIt-4 [117]. C’est I'isoforme VEGF -A qui
serait le plus actif dans les processus de né o —angiogé nese du tissu adipeux. Cet isoforme sti-
mule les récepteurs VEGFR-1/Flt-1 et VEGFR- 2/KDR/Flk-1 et augment ainsi la prolifération
cellulaire, la migration et la survie des cellules endothéliales , la tubulogené se, la perméabilité
vasculaire, les MMPs ainsi que le systéme de |’activateur du plasminogéne [70].

ANGIOPOI ETINES: ANGIOPOI ETINE-1 ET ANGIOPOI ETINE-2

Les angiopoiétines sont des glycoprotéines stimulant le récepteur des angiopoiétines ,
Tie2. Ce récepteur est exprimé par les cellules endothéliales vasculaires et lymphatiques ainsi
que les cellules précurseurs hé matopoiétiques [140].Un second récepteur aux angiopoiétines,
le récepteur Tie1 a é té décrit. Ce récepteur serait impliqué dans le phénomeéne d’angiogenése
mais ses ligands sont mal connus [100].L’angiopociétine-1 est secrétée par les adipocytes et les
cellules stromales du tissu adipeux , ainsi que par les cellules musculaires lisses et les cellules
périvasculaires [107].La liaison d’Ang-1 et de Tie2 est responsable de I'autophosphorylation du

récepteur et I’activation de voies de signalisation favorisant la survie cellulaire, la migration,
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I'inflammation et la perméabilité cellulaire comme la voie Akt [107]. La sécrétion de Ang-1 fa-
vorise la stabilisation des vaisseaux en augmentant I'adhésion des cellules endothéliales et des
cellules murales [24,108]. Ang-2 est secrétée principalement par les cellules endothéliales qui
le stockent dans les corps de Weibel-Palade. Alors que la sécrétion d’Ang-1 est constitutive
chez I'adulte, la sécrétion d’Ang-2 intervient principalement lors du remodelage du réseau
vasculaire, comme pour la muqueuse utérine ou lors de la croissance de processus néoplasi-
ques [58]Ang-1, Ang-2, et leurs récepteurs agissent de facon coordonnée avec le VEGF lors
des phénomenes de vasculogeneé se et d’angiogenése [83]. Durant la vasculogé nese embryo n-
naire, le VEGF stimule la prolifération et la différenciation des angioblastes pour former un ré-
seau vasculaire encore immature. Ang-1 en activant le récepteur Tie2 induit une maturation et
une stabilisation des vaisseaux néoformés. Sous I'action du VEGF ou de I’hypoxie, une aug-
mentation de la sécrétion de Ang-2, va antagoniser I’activation de Tie2 par Ang-1 et provoquer
la déstabilisation du vaisseau.

FACTEUR DE CROISSANCE DES HE PATOCYTESHGF)

Le facteur de croissance des hépatocytes ou HGF est un facteur pro -mitoge ne et pro-
angiogé niques connu [78]. Il potentialise I'action pro -angiogé nique du VEGF. Les adipocytes
matures, les cellules stromales, les pré adipocytes et les cellules endothéliales[79] du tissu adi-
peux sont des producteurs importants de HGF. Le HGF agit sur le récepteur membranaire c-Met
des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses. Il stimule la migration et la prolifé-
ration de ces derniéres . Son action lors de la né o -angiogé nése favorise la prolifération et le
remodelage des vaisseaux en stimulant la formation de tubules chez les cellules
endothéliales[98].

L’INHIBITEUR DE L’ACTIVATEUR DU PLASMINOGE NE DE TYPH (PAI-1)

L’inhibiteur de I'activateur du plasminogéne de type 1 (PAI-1) inhibe I'activation du plas-
minogéne et donc I’activation de la plasmine , dont le ro le principal est de lyser la fibrine . Les
adipocytes matures, les pré adipocytes, les cellules stromales et les cellules endothéliales du

tissu adipeux blanc secrétent du PAI-1 de facon importante [34]Le rble de PAI-1 sur
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I’angiogenése du tissu adipeux est double. Premiérement, PAI-1 régule la dégradation des
composantes de la matrice extra-cellulaire en intervenant sur le systeme protéolytique PA-
Plasmine et favorise la conservation d’une matrice pour la migration des cellules endothéliales
et la formation de capillaires [84]. Deuxiémement, PAI-1 interagirait sur le site de liaison de
I'intégrine atvB3 sur la vitronectine a la surface des cellules musculaires lisses et des pré adipo-
cytes et diminuerait la migration de ces cellules. La présence de vitronectine dans la fraction

vasculaire stromale du tissu adipeux vient corroborer cette hypothese (97).
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PARTIE 3 : LA FRACTION VASCULAIRE STROMALE DU TISSU ADIPEUX: UNE

THE RAPIE CELLULAIRE INNOVANTE A POTENTIEL REGENERATIF

I. Du tissu adipeux aux cellules souches mésenchymateuses

Historiquement la technique de lipofilling décrite par le docteur Coleman en 1994 (greffe
de cellules adipocytaires autologues) [31] a permis de démontrer I'effet trophique et
I’lamélioration des qualités intrinséques de la peau par cette technique en plus de son effet vo-
lumateur et ce du fait de la présence de cellules souches multipotentes mésenchymateuses au
sein du tissu adipeux découvertes en 2001 par I'équipe de Zuck [127] aux propriétés iden-
tiques a celles des cellules souches mésenchymateuses (CSM) hématopoiétiques déja bien con-
nues .

Depuis leur premiére caractérisation , de nombreuses dénominations ont é té utilisées
pour qualifier les CSM : progéniteurs mésenchymateux, cellules stromales mésenchymateuses,
cellules stromales multipotentes etc.

Pour clarifier cette nomenclature , des criteres minimums de définition des CSM ont é té
proposés par |'/nternational Society For Cellular Therapy en 2005[59] :

e Une capacité a adhérerau plastique et proliférer en culture ;

e Le phénotype membranaire, déterminé par cytométrie en flux :
Au moins 95% des cellules positives aux : CD105, CD73, CD90
Au moins 98% des cellules négatives aux : CD45, CD34, CD14 ou CD11b

» CD79a ou CD19, HLA-DR

e Un phénotype membranaire déterminé par cytométrie en flux avec une majorité
de cellules (> 90 %) positives pour les marqueurs CD 13, CD73, CD90 et au moins
98 % des cellules négatives pour les marqueurs hé matopoiétiques CD11b, CD45 ;

e Un potentiel de différenciation /n vitro en types cellulaires issus du mésoderme

(os, cartilage, tissu adipeux).
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Ces CSM sont le plus souvent isolées a partir du tissu adipeux ou de la moelle osseuse
mais le faible pourcentage de CSM présent dans ces tissus implique une étape d’amplification
ex vivo indispensable afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules pour une utilisation théra-
peutique toujours limités par de nombreuses contraintes dont le cout élevé, le délai et la tech-
nicité limitée.[82]

Ainsi ces limites ont conduit au développement d’un produit cellulaire alternatif , appelé
Fraction Vasculaire Stromale (FVS), dérivé du tissu adipeux autologue et dont la richesse en
CSM permet de s’affranchir d’une étape d’expansion cellulaire . En effet, initialement utilisé
pour son caractére volumateur en chirurgie plastique, le tissu adipeux présente des propriétés
trophiques favorables a une régénération tissulaire du site receveur.

Cet effet a é té attribué a la présence au sein du tissu adipeux sous  -cutané de cellules
souches multipotentes découvertes en 2001 par I'équipe de Zuk et dont les propriétés sont
similaires aux CSM retrouvées dans la moelle osseuse [127].Le tissu adipeux présente
I’avantage de pouvoir étre prélevé en grande quantité par simple lipoaspiration contrairement a
un prélevement de moelle osseuse plus invasif. De plus, les CSM se trouvent en concentration
plus importante, estimées a 40 fois plus, dans le tissu adipeux que dans la moelle osseuse
[106]

Ainsi pour extraire ces cellules du tissu adipeux prélevé , différents procédés peuvent étre
utilisés notamment les procédés de fabrication enzymatiques ou mécaniques ces procédés se-
ront détaillés dans le chapitre. suivant  une digestion enzymatique avec de la collagénase de
la matrice extra-cellulaire est nécessaire ensuite une étape de centrifugation permet de séparer
les adipocytes matures a la surface du tube centrifugé des cellules de la fraction vasculaire

stromale (FVS) formant un culot cellulaire au fond du tube .
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Figure 50 : Schéma d’obtention de la FVS et des CSM a partir d’un prélévement de tissu adi-

peux [69]

La multipotence de ces cellules est démontrée par leur possible différenciation in vitro en

adipocytes, en chondrocytes , en ostéocytes et en myocytes . Par ailleurs , leur niveau de
sé nescence est faible, et leur prolifération est enlevée. Ces cellules semblent ainsi étre une al-
ternative a I'utilisation thérapeutique des CSM hé matopoiétiques de la moelle osseuse et ce du
fait d’'une moindre morbidité du prélévement et de fournir des CSM en plus grande quantité
comparativement a la moelle osseuse .le potentiel thérapeutique des CSM repose également a
leurs aptitude a la sécrétion d’un large panel de cytokines et de facteurs de croissance ayant un
potentiel immunomodulateur , pro angiogénique , anti-fibrotique et trophique [23,53,62] ,
cette activité paracrine est largement documentée et représente actuellement hypothése du
mécanisme d’action principal de ces cellules.

De plus , les CSM expriment faiblement les molécules du complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) ce qui limitent les réactions immunitaires contre le greffon dimi-

nuant l'utilisation de traitement immunosuppresseur exogéne lorsqu’on utilise des CSM allogé-

niques.
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Il. Définition et composition de la FVS

L’'utilisation de la fraction vasculaire stromale (FVS) s’est démocratisée ces derniéres an-
nées avec le développement de dispositifs médicaux simples permettant I’'isolation de la frac-
tion vasculaire stromale a méme le bloc opératoire et donc l'isolation et réinjection dans un
méme temps opératoire.

La FVS représente ainsi une multitude de cellules hé térogene et de facteurs de croissance
facilement accessible a partir du tissu adipeux apres digestion enzymatique des adipocytes
matures et centrifugation différentielle. On retrouve au niveau de la FVS des cellules nuclées
viables recensés par I'IFATS (International Federation for Adipose Therapeutics and Science) et
I’ISCT (International Society for Cellular Therapy), la sous forme de la formule [17]:

e 2524 45 % de cellules d’origine hé matopoiétique (comprenant les monocytes / macro-
phages, polynucléaires neutrophiles et les lymphocytes)

e 15230 % de cellules stromales incluant les ADSCs ( Cellules souches / stromales mé-
senchymateuses CSM)

e 10 a 20 %de cellules endothéliales et progéniteurs endothéliaux ou ECFC

e 3 a5 %de péricytes

L’é valuation de la répartition des sous-populations cellulaires de la FVS est permise par la
technique d’analyse en cytomé trie en flux. La cytomé trie en flux permet de mesurer , au sein
d’une suspension cellulaire ou particulaire, la taille, la forme et la complexité de chaque cellule
ou particule. La technologie repose sur le passage une a une des cellules devant  un ou plu-
sieurs faisceaux laser. Cela permet é galement d’identifier les cellules portant un marqueur de
surface particulier gra ce a la liaison préalable a un anticorps, dirigé contre ce marqueur, couplé
a un fluorochrome émettant une longueur d’onde connue et dé tectable

Les proté ines de surface recherchées pour I'identification des populations cellulaires de la
FVS font partie des molé cules de la famille des « Clusters of Différentiation »  (CD). Une stra-

té gie de multi marquage phénotypique permet de mettre en é vidence les différentes cellules
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composant la FVS ; une des straté gies possibles est détaillée ci —apre s et illustrée par la Figure

51.
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Figure 51 : Exemple d’une analyse multiparamétrigue de cytométrie en flux pour I’analyse de la

FVS.

lll.Propriétés de la fraction vasculaire stromale

1. Propriétés angiogéniques

Les propriétés angiogéniques sont largement décrites dans la littérature, ces propriétés
reposent sur la synergie entre les différents types cellulaires que compose la FVS.

Ce phénomeéne de néovascularisation est stimulé par la sécrétion de facteurs de croissan-
ce pro-angiogéniques par les cellules stromales du tissu adipeux comme le VEGF, 'HGF ou le
TGF-B [91] L’action des macrophages de la FVS semble indispensable dans |’organisation
structurale des néovaisseaux formés par les PECs et les ADSCs [67]. La sécrétion du VEGF et du
PDGF-BB par les ADSCs et les PECs de la FVS permettrait un cross talk entre ces cellules néces-
saires au phénomene de né oangiogénese[17].

Différentes études ont montré I’action pro-angiogé nique de la FVS du tissu adipeux dans

divers modeles de maladies. Notamment dans la création de feuillets cutanés dermo-
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é pidermiques humains pour la prise en charge des brulures semble prometteur [66]. En effet
les feuillets dermo-é pidermiques greffés n’étant pas revascularisé , la revascularisation des
feuillets lors des premiers jours suivant la transplantation est essentielle a la prise de la greffe .
Une étude sur un modeéle traité par substitut dermo -é pidermique humain enrichi en FVS du
tissu adipeux humain a montré une revascularisation efficace des feuillets greffés en quatre
jours. Les capillaires formés au sein du substitut semblaient similaires aux capillaires humains
sains. Le role de la FVS dans la formation des né o -capillaires n’est pas clair, mais son action
dans la sécrétion de facteurs de croissance tels que le VEGF et I'lGF semble central.

Les propriétés pro —angiogé niques de la FVS ont été démontrées également dans le tra i-
tement de de maladies cardiovasculaires. Ainsi une étude a comparé I’action de la FVS du tissu
adipeux et des CSMs de la moelle osseuse aprés injection intracardiaque sur un modéle murin
d’infarctus du myocarde [87], Montre que la densité de néovaisseaux produits dans les groupes
FVS et CSM de la moelle osseuse dans la région du myocarde lésée était significativement plus
élevée que dans le groupe témoin . Le groupe traité par FVS a montré une plus grande densité
de néovaisseaux avec la présence de néovaisseaux fonctionnels de plus de 30 um de diameétre
démontrant ainsi des capacités de néo- angiogenése supérieures pour la FVS par rapport aux

CSM de la moelle osseuse.

2. Propriétés immunomodulatrices

La FVS présente des actions immunomodulatrices et anti-inflammatoires liés a ses diffé-
rents composants cellulaires ainsi que I'inhibition de diverses cytokines pro et anti -
inflammatoires. Les ADSCs et les cellules progéniteurs ont une action anti - inflammatoire et
anti-apoptotique nécessaire a la ré génération des tissus.

Les macrophages de la FVS du tissu adipeux , en condition saine (et donc en dehors de
I'obésité ), présentent un phénotype M2 anti-inflammatoire, et certaines sous—-populations ma-
crophagiques sont capables de se différencier en cellules du lignage mésodermique [40,123].

On retrouve également au sein de la FVS des cellules lymphocytaires T- régulatrices qui secrée-
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tent des cytokines immunosuppressives, permettant de maintenir le phénotype M2 des macro-
phages [109]

De ce fait I'utilisation de la FVS du tissu adipeux permet de diminuer la quantité de cyto-
kines et de facteurs de croissance inflammatoires tels que le facteur de nécrose tumorale alpha

et l'interleukine 6 dans les tissus traités[87] .

3. Propriétés antifibrotiques

L’action antifibrotique de plusieurs produits de thérapie cellulaire notamment la FVS, mi-
crograisse et Plasma riche en plaquette (PRP) - seules ou associés a é té évaluée et a montré que
les associations micrograisse avec FVS ou concentrés plaquettaires réduisent significativement
la fibrose cutanée[16]

L’action antifibrotique des ADSCs reste supérieure a celle de la FVS seule et ce semble
étre lié a une plus grande expression des facteurs de croissance anti-fibrotiques TGFR3 et HGF,
et a une augmentation des métalloprotéases MMP-2 et du rapport MMP-2 / TIMP-2, responsa-

ble d’une augmentation du remodelage cicatriciel[36].

4. Propriétés de régénération

Les propriétés de différenciation des cellules souches mésenchymateuses en différentes
cellules d’une méme origine mésodermique selon les stimuli environnementaux en font d’eux
le pilier de la médecine ré générative.

Ainsi la FVS, riche en ADSCs multipotente, posséde en outre la capacité d’induire locale-
ment une prolifération des cellules hotes démontrée dans différentes pathologies dermatolo-

giques, cardiaques et neurologiques [9,85,120]
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Figure 52 : Propriétés et facteurs paracrines de la FVS riche en CSM, extraites du tissu adipeux

[76]

IV.Les procédés de fabrication de la FVS :

1. Procédés enzymatiques

Le principe de I'extraction de FVS est de séparer les cellules graisseuses par nature , les
adipocytes, de la fraction de cellules ré génératives ou FVS . A I’heure actuelle, deux méthodes
permettent d’y parvenir.

La premiére est une digestion enzymatique [11,72] faisant intervenir dans la grande ma-
jorité des cas I’enzyme qu’est la collagénase. Elle permet de casser les liaisons inter- cellulai-
res, de rompre la MEC et donc de désolidariser toutes les cellules du TA pour les laisser en
suspension. Plus particulierement le procédé fait intervenir cinq étapes : premiere étape : le
préléevement de TA, 2¢me étape : le lavage du TA, 3éme étape : la digestion enzymatique en elle-

méme, 4¢me étape : I'isolement et le lavage de la FVS, 5¢me étape : sa re-suspension finale.

-900 -



Apport de la medecine regenerative dans les cicatrices faciales

Le prélevement initial de TA est d’'une importance primordiale puisqu’il garantit la qualité
des cellules. D’ou I'importance d’utiliser une canule capable de prélever le TA de maniére
atraumatique. Dans les investigations cliniques étudiant la FVS, une canule est systématique-
ment utilisée que ce soit une canule de Coleman (orifices terminaux diamétralement opposés)
équivalente a celle utilisée dans notre série, une canule de Khouri (multiperforé e de douze
trous) ou un autre dispositif.

La méthode de préléevement ou d’aspiration peut influencer la qualité du tissu et avoir un
impact direct sur la viabilité ou sur la capacité proliférative de la FVS ou de ses ASC [111] [13].
Finalement la préparation du patient joue également un role dans la stérilité du produit final ,
souvent des protocoles spécifiques d’asepsie de la peau sont requis, et dans la composition de
la FVS. De plus, I'infiltration préalable des zones de prélevement avec du sérum adrénaliné peut
permettre de diminuer la contamination en globules rouges . Par ailleurs, il a é té montré que
certains anesthésiques locaux pouvaient altérer la viabilité des ASO52,141].

Le lavage du TA permet I’élimination, d’une part des débris cellulaires, d’autre part des
globules rouges, mais également du liquide d’infiltration.

Il est réalisé au moyen de dispositifs de filtration tel que le dispositif utilisew 2 dans notre
série : kit system CELLGENIC® ou alors par simple séparation des phases par différentiel de
densité entre la phase fluidique et « graisseuse » . Le liquide de lavage est généralement du
sérum physiologique contenant une concentration plus ou moins é levée de différents électr o-
lytes (Calcium, Magnésium).

La digestion enzymatique en elle-méme rassemble plusieurs parameétres. Tout d’abord la
nature de ’enzyme. La quasi-totalité des études utilise de la collagénase , une protéase ayant
une spécificité pour la liaison entre un acide aminé neutre (X) et la glycine dans la séquence
Pro-XGly-Pro (Pro étant la Proline), se retrouvant en haute fréquence dans le collagéne.

La plupart des collagénases commercialisées ne sont pas pures et contiennent d’autres

enzymes (peptidase, lipase etc..) en faible quantité mais qui contribuent néanmoins elles-aussi
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a la dégradation de la MEC ; Cette enzyme a une capacité optimale de fonctionnementa 37°C,
c’est pourquoi cette étape est réalisée dans un bain-marie ou un incubateur.

Le temps de digestion et la concentration a laquelle I’enzyme est utilisée sont quant  -a
eux grandement variables lorsqu’on regarde un large panel d’articles[6,11,37]. Pourtant,
I'intensité de digestion peut étre un élément capital dans la désolidarisation des niches pér i-
vasculaires contenant les cellules ré génératives.

L’action de '’enzyme est stoppée par dilution avec un agent de lavage, ou directement par
centrifugation. Pour éliminer toute trace résiduelle d’enzyme ; il est nécessaire d’effectuer des

cycles successifs de lavage des cellules isolées par le biais de solutions telles que le sérum

physiologique ou le Ringer Lactate®. A ce stade, une filtration peut étre nécessaire pour

s’assurer de I’absence d’agrégats du produit destiné a étre injecté.

2. Procédés mécanique :

La seconde méthode d’obtention de la FVS consiste a  désolidariser les cellules grace a
une action purement mécanique[3,94]. Celle-ci peut étre obtenue grace a une agitation m a-
nuelle, un vortex, un agitateur mécanique ou encore des techniques plus originales impliquant
des ondes de sonication.

Plusieurs études ont comparé les avantages et inconvénients des deux méthodes [32]. En
terme reglementaire, les techniques mécaniques présentent I’avantage de ne pas faire interve-
nir de modifications dites « substantielles » , elles sont également plus rapides a mettre en ceu-
vre que les techniques de digestion enzymatique, ralenties de fait par le temps de digestion. La
désolidarisation mécanique est bien moins onéreuse qu’une enzyme dont le prix est élevé pour
une seule utilisation. En revanche, une digestion enzymatique résulte en de meilleurs rende-
ments en Cellules Nucléés Viables (CNV), probablement car elle permet une libération de toutes

les cellules dont celles des niches périvasculaires.
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Figure 53 : procédés manuels versus procédés automatisés :

Quelle que soit la méthode utilisée, elle peut étre réalisée de maniere manuelle ou auto-
matique. En effet, un certain nombre d’automates ont vu le jour ces dernieres années afin de
produire une FVS de grade thérapeutique en systéme fermé et donc se prévenant de potentie |-
les contaminations[15,35,45]. Les automates offrent une reproductibilité avec la possibilité
d’obtenir un produit de haute qualité { at the point of care), directement au bloc opératoire,
simplifiant la chaine thérapeutique.

Les méthodes manuelles sont les plus couramment utilisés. Elles ne requiérent qu’un ma-
tériel de base de culture cellulaire ainsi qu’un Poste de sécurité Microbiologique (PSM). Ce flux
d’air laminaire assure une qualité microbiologique du produit thérapeutique final. Ces procédés
manuels sont largement variables en termes de parameétres techniques : temps et concentration
de digestion enzymatique, nombre de lavages, nature des solutés de lavage etc. A titre

d’exemple, le temps de digestion peut varier de trente minutes a deux heures

La multipotence de ces cellules est démontrée par leur possible différenciation in vitro en

adipocytes, en chondrocytes, en ostéocytes et en myocytes . Par ailleurs , leur niveau de
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sé nescence est faible, et leur prolifération est enlevée. Ces cellules semblent ainsi étre une al-
ternative a I'utilisation thérapeutique des CSM hématopoiétiques de la moelle osseus e et ce du
fait d’'une moindre morbidité du prélevement et de fournir des CSM en plus grande quantité

comparativement a la moelle osseuse .le potentiel thérapeutique des CSM repose également a
leurs aptitude a la sécrétion d’un large panel de cytokines et de facteurs de croissance ayant un
potentiel immunomodulateur , pro angiogénique , anti-fibrotique et trophique [23,53,62] ,
cette activité paracrine est largement documentée et représente actuellement hypothése du

mécanisme d’action principal de ces cellules.

De plus, les CSM expriment faiblement les molécules du complexe Majeur
d’Histocompatibilité (CMH) ce qui limitent les réactions immunitaires contre le greffon dimi-
nuant l'utilisation de traitement immunosuppresseur exogéne lorsqu’on utilise des CSM allogé-

niques.
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PARTIE 4 : MISE EN POINT SUR LES DIFFERENTES EXPERIENCES DE LA FVS DANS

LES CICATRICES CUTANEES.

I. Les différentes indications et méthodes de préparation des cel-

lules souches et de la FVS.

Tableau V : Différentes études, Indication et protocoles utilisés.

Auteur

Pays

Type d’étude

Types de cica-
trices

Technique d’isolation
de FVS/ADSCs

Gentile et al. [47]

2014

Italie

Etude Cas-témoin

Cicatrices post
traumatiques et
brulures

FVS : Isolation enzy-
matique/vs Lipomo-
delage +
PRP(Temoin).

ELKahky et Al[38]
2016

Egypte

Essai randomisé controlé

Cicatrices d’acné

FVS : Isolation enzy-
matique -
>Centrifugation et
filtation/vs PRP.

Zhou et Al[125]
2016

Chine

Etude prospective

Cicatrices d’acné

Culture de cellules
souches issues du
tissu adipeux asso-
ciés au laser fraction-
né (FxCR).

Carstens et
Al[142]
2017

USA

Serie de cas

Cicatrices de
brulures

FVS : Isolation enzy-
matique -
>Centrifugation

Lee et Al[69]
2018

Corée du
Sud

Etude Cas-témoin

Cicatrices faciales

Révision de cicatrice
+ injection de FVS :
Centrifugation> Iso-
lation enzymatique -
>Centrifugation

Notre série
2022

Maroc

Etude prospective

Cicatrices faciales

Révision de cicatrice
+ injection de FVS :
Centrifugation> Iso-
lation enzymatique -
>Centrifugation +PRP
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Il. Résultats thérapeutiques et recommandations.

L’utilisation des cellules souches issues du tissu adipeux est une technologie récente de
plus en plus utilisée non seulement en médecine esthétique, mais également dans

de nombreuses autres pathologies.

Certes, de nombreuses études ont été rapportées pour évaluer I'efficacité de cette thérapie
dans la prise en charge de plusieurs types de plaies et de cicatrices cutanées, mais les
données receuillis fournissent des preuves limitées, mais aussi de moyenne quali-

té (Tableaux 5et 6).

Les résultats obtenus de I'injection de la FVS seule ou associée a un autre traitement sont

concordants et satisfaisants. C’est une thérapie siire et efficace qui peut étre recomman-
dée, sous réserve d’une élaboration de consensus et de recommandations.

> Nos recommandations pour l'usage de la FVS riche en ADSCs dans les cicatrices

de la face :

v L'importance de la conviction et I'adhesion du patient au processus théra-
peutique.

v Priviligier dans le traitement des cicatrices allopeciques.

v Eviter le traitement des cicatrices chéloides par FVS.

v Utilisation de kit stérile a circuit fermé pour minimiser le risque infectieux.

v" Nécessité d’un bon prélevement atraumatique et représentatif du tissu adi-
peux.

v' Mise en condition du prélevement et un transport rapide du tissu adipeux
prélevé, priviligier une manipulation extemporanée.

v Association de la FVS avec un activateur notamment du PRP.
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Tableau VI : Différentes études gqui approuvent I’efficacité de la FVS riche en cellules souches
dans la cicatrisation.
Auteur No. De pa- Resultats Conclusion
tients/cicatrices
Cas:n=10 FVS : 63 % de la restauration du con- Les resultats cliniques approu-

Gentile et al. [47]

Italie/2014

Temoin:n =10

tour et du volume sur 1 an
Lipomodelage + PRP : 69 % de la res-
tauration du contour et du volume sur
1 an.

vent 'efficacité de I'utilisation
de la FVS et du Lipomodelage
+PRP dans le traitement des
cicatrices.

ELKahky et Al[38]
Egypte/2016

Groupe 1 : traitement
par FVS riche en ADSc
n=10

Groupe 2 : traitement

Au Ter mois : aucune différence entre
les deux groupes.

A 3 mois :

FVS : réduction de surface cicatricielle

En termes d'efficacité et de
rapport bénéfice/colit, le PRP
s'est avéré supérieur a la FVS et
I'optimisation des résultats

par PRP n=10 a66,49% pourrait étre obtenue en combi-
PRP : réduction a 80,2% de SC nant la FVS et PRP dans la méme
session.
Zhou et Al[125] n=13 Les CSM combiné avec FxCR sujet Les CSM avec FxCR sont une
Chine/2016 augmenté la satisfaction, élasticité, bonne combinaison thérapeu-
hydratation de la peau, élasticité de la tique pour le traitement des
peau et diminution de la rugosité. cicatrices d'acné atrophique et
le rajeunissement de la peau.
Carstens et Al[142] n=>5 L’injection de la FVS montre une ame- L’injection de la FVS riche en

USA/2017 lioration clinique pour tous les patients | ADSC est efficiace dans le trai-
traités : flexibilité accrue, amelioration tement des cicatrices réfractaire
de I'épaisseur, amélioration de de bralure.

I’'amplitude du mouvement.
Lee et Al[ 1] Groupe 1 : Révision de | Tous les patients ont montré une amé- | Les injections de SVF améliorent

Corée du Sud/2018

cicatrice.
Groupe 2 : Révision de
cicatrice + injection.

lioration, enregistrant des augmenta-
tions significatives de scores de tissu
cicatriciel.

la régénération tissulaire en
apportant des cellules souches
et des facteurs de croissance
pour améliorer les résultats des
révisions de cicatrices.

Notre série
Maroc/2022

On note une amélioration clinique pour
les patients : Sc de VANCOUVER de 9,5
a 2,9 sur 3 mois ; 61.2% de succe s
Cicatrice claire, fine, souple non in-
flammatoire non douloureuse

Une repousse capillaire a été notée aux
zones cicatricielles alopéciques a forte
densité capillaire.

La révision cicatricielle avec
injection de FVS riche en ADSC
améliore la régénération tissu-
laire et la stimulation a la re-
pousse capilaire, mais sans
aucun effet significatif dans le
traitement des cicatrices ché-
loides.
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PARTIE 5 : LES LIMITES DE NOTRE E TUDE

Durant notre é tude on a é té confrontéa plusieurs contraintes. Parmi celles-ci :

La subjectivité dans I’évaluation de parameé tres de la cicatrice

La qualité de I’échantillon: le nombre restreint des patients recruté s et I’hétérogéneicité
de I’é chantillon

Les conditions de I’é tude : L'importance de la qualité du prelevement du tissu adipeux :
opérateur dépendant.

Les contraintes logistiques liés au transport, 20 min de route séparent le lieu de préle-
vement et de manipulation.

La période de suivi : était relativement courte dans cette étude.

De nombreux protocoles existent, mais les variations dans le nombre, la vitesse et le
temps d’incubation sous collagenase, influencent considé rablement la composition quantitative
et qualitative de la FVS.

Absence de consensus sur les indications de I'utilisation des CSM dans les cicatrices

faciales.
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L’utilisation des CSM sont en premiére ligne en termes de thérapie cellulaire en méde-
cine régénérative du fait de leurs effets par la sécrétion de diverses cytokines, leurs effets im-
muno- modulateur. Ainsi cette thérapie ouvre de belles perspectives d’avenir pour toutes les
disciplines non seulement pour la médecine et la chirurgie esthétique.

Au terme de notre travail, on conclut que I'injection des cellules souches mésenchyma-
teuses est une thérapie siire et efficace dans le traitement des cicatrices cutanées de la face et
sans risques d’effets secondaires observés.

Cependant, et bien que les résultats rapportés aient été positifs, la connaissance de I'utilisation
du pouvoir régénératif des cellules souches issues du tissu adipeux dans les cicatrices notam-
ment faciles est encore a ses débuts.

Des essais controlés randomisés adéquats sont nécessaires pour comparer les interven-
tions liées a I'ADSC avec d'autres méthodes, ainsi que différentes méthodes d'isolement
ADSC/SVF entre elles, et établir un consensus sur les indications d’utilisation dans la prise en

charge des cicatrices faciales et la méthode idéale de préparation de la FVS /isolation des CSM.
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Résumé :

La médecine ré générative est le domaine d’actualité le plus intéressant de la biotechnolo-

gie, elle est en capacité de combiner plusieurs aspects de la médecine ;biologie cellulaire et
moléculaire, biomatériaux et ingénierie tissulaire.

Ainsi la greffe de cellules souches est aujourd’hui largement appliqué en médecine et
gagne une attention croissante dans le domaine de la médecine régénérative du fait de leur
capacité a s’autorenouveler et représente un pool de facteur de croissance pour améliorer la
régénération tissulaire.

Cependant les études menées sur son efficacité ne sont toujours pas concluantes, et ce
suite a l'utilisation de différents protocoles de préparations et I'absence de consensus sur les
indication d’applications.

L’objectif de notre étude prospective menée au service de chirurgie maxillo-faciale et es-
thétique du CHU Mohammed VI en collaboration avec le centre de médecine régénérative du
méme CHU ; était de mettre en évidence I'apport de I'injection de fraction vasculaire stromale
riche en CSM issues du tissu adipeux suspendues dans un milieu enrichi en Plasma Riche en
plaquettes dans les séquelles de cicatrices cutanées de la face.

Nous avons inclus dans notre série tous les patients consentants porteurs de cicatrices de
la face douloureuse, rougea tre inflammatoire, dure, hyper chromique, déprimée ou bride cica-
tricielle évoluantes depuis plus de six mois et (ou 3 mois aprés reprise chirurgicale).

Nous avons exclu les cicatrices instables, infectées et d’origine tumorale.

Sur une période de neuf mois allant du mois de mars 2022 au mois de décembre 2022,
huit patients présentant dix cicatrices de la face répondant aux critéres d’inclusion ont été re-
crutés.

Pour le protocole ; nous avons utilisé le Kit : SVF isolation kit system CELLGENIC®.
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Apres prélevement adipeux par lipoaspiration atraumatique, une isolation de CSM issues du
tissu adipeux par méthode enzymatique activés et suspendue dans un milieu enrichi en plasma
riche en plaquette a été réalisé au laboratoire du centre de médecine régénérative.

Pour les dix cicatrices incluses dans notre série, quatre cicatrices ont bénéficié
d’exérése-suture et injection de FVS riche en ADSC, trois cicatrices ont bénéficié d’injection de
FVS et trois cicatrices ont bénéficié de révision cicatricielle avec injection de FVS riche en cel-
lules souches.

Nous avons analysé les caractéristiques des cicatrices dont les dimensions , le test de
Vancouver, la sensibilité, la forme et la localisation, les paramétres de la FVS notamment ses
caractéristiques immunophénotypiques.

Notre échantillon était marqué par une nette prédominance masculine avec un age
moyen de 34,2 ans.

Les cicatrices siégeaient surtout en localisation jugale dans 60% des cas, a forme princi-
palement linéaire a 50% avec un aspect de cicatrices déprimées a 70%. 60% de consistance
souple, 20% fermes et a 10% de consistance dure, I'inflammation était présente a 40%, la cou-
leur cicatricielle était pourprea 50% et dominés par des cicatrices a aspect de bride blanchi a
I’étirement a 40%, les dimensions moyennes des longueurs, largeurs, et épaisseurs étaient res-
pectivement de 63.6mm, 4.9mm, et de 4.4mm.

L’évaluation du score de VANCOUVER initial moyenne est de 9.5/13. Les extrémes allant
de2ail2.

A 3 mois d’évolution, le score de VANCOUVER est devenu 2,5, avec 80% de cicatrices non
inflammatoire, 30% des cicatrices sont devenues a couleur normale et 50% de couleur rosé, 70%
des cicatrices sont devenues souples avec seulement 20% de cicatrices fermes et 10% dures. La
longueur demeure presque inchangée avec une moyenne de 61,2 mm par contre la largeur et
I’épaisseur moyennes sont passés respectivement a 0,9mm et 1,5mm.

On note aussi qu’une repousse capillaire a été observée aux zones alopéciques.
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A contrario on ne note pas d’amelioration lors de l'utilisation de la FVS riche en ADSC

dans le traitement des cicatrices chéloides.

En conclusion et au terme de notre travail, on conclut que la thérapie cellulaire par cel-
lules souches mésenchymateuses est une thérapie siire et efficace dans le traitement des cica-

trices cutanées de la face et sans risques d’effets secondaires observés.
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Summary:

Regenerative medicine is the current most interesting field of biotechnology, which has

the ability to combine aspects of medicine, cellular and molecular biology, biomaterials, and

tissue engineering.

Stem cell transplantation is now widely applied in medicine and is gaining increasing at-
tention in regenerative medicine because of its ability to self-renew and because it is a growth

factor pool for improving tissue regeneration.

However, studies of its efficacy are still inconclusive due to the use of different prepara-

tion protocols and the lack of consensus on indications for applications.

The objective of our prospective study, conducted at the Department of Maxillofacial and
Aesthetic Surgery of the University Hospital Mohammed VI in collaboration with the Center for
Regenerative Medicine of the same CHU, was to demonstrate the contribution of the injection
of the stromal vascular fraction rich in MSCs derived from the adipose tissue suspended in a

medium enriched in platelet-rich plasma to the healing of skin scars on the face.

We included in our series all consenting patients with facial scars that were painful, red-
dish, inflammatory, hard, hyperchromic, depressed, or that had evolved for more than six

months (or three months after surgical resumption).
We ruled out unstable, infected, and tumor-induced scars.

Eight patients with ten facial scars meeting the inclusion criteria were enrolled over a nine

month period from March 2022 to December 2022.

We used the CELLGENIC® SVF isolation kit system for the protocol. After adipose sampling
by atraumatic lipoaspiration, the isolation of MSCs derived from adipose tissue by an activated
enzymatic method and suspended in a medium enriched in platelet rich plasma was carried out

in the laboratory of the Center for Regenerative Medicine.
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For the ten scars included in our series, four scars were sutured and injected with ADSC
rich FVS, three scars were injected with FVS, and three scars were revised with stem cell-rich

FVS.

We analyzed the characteristics of the scars, including size, the Vancouver test, sensitivi-
ty, shape, and location, and the FVS parameters, including its immunophenotypic characteris-

tics.
Our sample was marked by a clear male predominance with an average age of 34.2 years.
The scars were mainly in the jugal localization at 60%, the shape mainly

linear at 50%, with a 70% depressed scar appearance. 60% of the scars were soft, 20%
were firm, and 10% were hard; 40% had inflammation, 50% were purple, and 40% were stretch-
bleached flanged scars; and the average length, width, and thickness dimensions were

63.6mm, 4.9mm, and 4.4mm, respectively.

The mean baseline VANCOUVER score assessment is 9.5 out of 13. The extremes range

from 2 to 12.

By 3 months, the VANCOUVER score had become 2.5, with 80% non inflammatory scars,
30% of scars had become normal and 50% pink; 70% of scars had become soft, with only 20%
firm and 10% hard. The length remained almost unchanged with an average of 61.2 mm, but

the average width and thickness increased to 0.9 mm and 1.5 mm, respectively.
Hair regrowth was also observed in alopecic areas.

In conclusion, and at the end of our work, it is concluded that mesenchymal stem cell
therapy is a safe and effective therapy in the treatment of facial skin scars, without the risk of

side effects observed.
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FICHE D'EXPLOITATION

Sujet de thése : INTERET DE LA MEDECINE REGENERATIVE DANS LES CICATRICES DE LA FACE
ET DELA MUQUEUSE BUCCALE

Nom

Prénom

Date de naissance\Age

Sexe

Adresse

Téléphone

Couverture sanitaire

Statut marital

Statut professionnel

Motif de consultation

Antécédents

Prise médicamenteuse

Allergiques

Toxiques

L Tabac
Médicaux

Drogues

Autres
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Chirurgicaux

Chirurgie antérieure

Interventions

Autres cicatrices

Autres

Propriétés de la cicatrice

Histoire du
traumatisme

Date de survenue

Agent tranchant

Traitement initial

Examen de la cicatrice

Localisation

Forme

Dimensions
En mm

Longueur (mm) Largeur (mm) Epaisseur (mm)

Consistance

Couleur

Sensibilité
(EVA)

DOULEUR
0 9 8 7 6 5 4 3 2 1

T nu\m‘ PAS DE DOULEUR

MAXIMALE

Conclusion :
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Prélevement adipeux : Service de Chirurgie maxillofacial

Date du prélévement - / _/ 2022
Heure - :

Site du préléevement
adipeux

Volume total prélevé

Prélévement pour PRP 6 PRP tubes. I:l
Prélevement adipeux 3 tubes de 60 ml I:]
Acheminement Date :

Isolation biologique : Centre de recherche clinique

Technique d’isolation utilisée

Taux de plaquettes / mm3

Nombre de CSM a la cyrtométrie

Observations
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Annexe 2

FICHE DE BILAN DE CICATRICE

Nom et prénom du patient : IP:

Parametres/ Dates /o /[ /

Longueur en mm

Largeur en mm

Epaisseur en mm

Sensibilité (EVA)

| Echelle de VANCOUVER

[=]

: NORMAL

INFLAMMATION | 1:PEU INFILTRE

]

- INFLAMMATOIRE

[=]

: NORMAL

: ROSE

[,

COULEUR 3 - ROUGE

w

: POURPRE

[=]

: NORMAL

[

1< 2MM

EPAISSEUR

N

<5MM

w

12 5MM

o

: NORMALE

1: Souple, résistance
minime

2 : souple, début de
tension

EXTENSIBILITE 3 : Solide, peu extensible

4 : bride, blanchi a
I'étirement

5:Rétraction
permanente déformation

SCORE
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FICHE DE CIRCULATION : APPORT DE LA MEDECINE REGENERATIVE
DANS LES CICATRICES FACIALES ET DE LA MUQUEUSE BUCCALE

Acheminent :Falt PaT .......ccoeiiiiiiiiiiiiiiii e Date : / /2022

Partie dédiée a I’isolation biologique — Centre de recherche clinique :

Date de réception : / /2022. -Heure @i
N de tubes de PRP recus :

N de seringues du prélévement adipeux : , Aspect macroSCoOPIqUe f.......cvveeenenenns
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