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LA RESOLUTION DE L'INFLAMMATION POUR TRAITER LA FIBROSE TISSULAIRE
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* Chéloide

* Fibrose cutanée

* Inflammatoire chronique
* Pseudo cancéreuse
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* Chéloide

* Fibrose cutanée

* Inflammatoire chronique
* Pseudo cancéreuse

3- 67
E 3
3k %k % %k
/O\a\ L e\o/ PY
1) ¢ O 4-
% 2_ (X qg
a oo, ® 8
+ . T ]
8 1_ T =::; § 2
N °3ee
() 3.. !' O
O e%e !:
0
0 | |
A0 '\6
0 e
&0‘(«&\ ¢ o

Preuve de concept in vivo du rodle potentiel des
macrophage M2 dans la mise en place de la fibrose
chéloide .



LA RESOLUTION DE L'INFLAMMATION POUR TRAITER LA FIBROSE TISSULAIRE
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Approche pharmacologique: controle du fibroblaste

= Screening de nouvelles drogues anti-fibrotiques (vs TGF-B)
Evaluation de I'halofuginone
=  Evaluation d’inhibiteurs d’arginase
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d’exercice / 2 théses en cours de co-encadrement

Marty P, et al., Biomed Pharmacother. 2021
Chambert, J et al., / Mech Behav Biomed Mater, 2019
Suttho, D., et al., Arch. Dermatol. Res., 2017
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LES BIOMATERIAUX POUR LA MEDECINE REGENERATRICE

Dermatologie

=>» Rétro-engineering de la peau pour la production d’un biomatériau de régénération

Anatomie, architecture et composition
du tissu cutané

1

Développement d’un nouveau process
de production de fibres biocompatibles

.

Production d’un biomatériau de
régénération in vivo like

1

Qualification in vitro du potentiel de
régénération du biomatériau

3 A ic bi ial for i
XA y 1al Teg
KX

K XK R KRR KARIKARKKKLL

<>

3 financements majeurs

Mecaskin - Clinical Feasibility of an ATMP Preparation
for Autologous Skin Regeneration in Case of Chronic Leg
Ulcers

TissYou (1) - Développement technologique d’un
biomatériau innovant pour la médecine régénératrice
TissYou (2) - Industrial production of a biomimetic matrix
for cutaneous regenerative medicine and in vitro research
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Structure de la peau humaine : généralités

Epiderme: Fonction de protection
*Protection (couche cornée)
Cellules de Merkel (Sensibilite)
*Mélanocytes (Photoprotection)
*Cellules de Langerhans (immunoprotection)
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Derme: Tissu de soutien et Nourricier

*Matrice extracellulaire : Propriétés mécaniques
*Fibroblastes:
» synthése et remodelage matriciel
» Croissance et différenciation des
kératinocytes
=Sensibilite
*Vascularisation (apports de nutriments

Hypmcrmc

o

Coupe de peau Hypoderme : Propriétés mécaniques et thermiques :|

d’aprés Géras, In Dermatology, 1990

E: épiderme / DP: derme papillaire / DR: derme réticulaire
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Structure de la peau humaine: I'épiderme

Stratum comeum (SC)

Granular layer (GL)

Spinous layer (SL)

Basal layer (BL)

Basement membrane |

Epiderme:
épithélium pluristratifié différencié
JDE: jonction dermo-épidermique

11/07/2023

Couche cornée G Cgrnéocyte

_—— Kératinocyte
I granuleux
Couche granuleuse A

- Kératinocyte

Couche épineuse épineux

Cellule fille
o I

c Cellules d’amplification
. transitoire proliférantes
Kératinocyte P

souche

Couche basale

Différenciation de kératinocytes basaux
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Structure de la peau humaine : marqueurs de différenciation épidermique

o Cytoplasme
[ 3
Lavoie et al., 2009 Loricrine o Micn?ﬁlgmcnls
s Filaggrine -g_ gatae
% Couche comée Involucrine w Adhésion
2 focale
g Couche de transition Membrane
= toplasmique A\
-8 Lamina - | Fil.jn;nenls d'ancrages
-g. Couche granuleuse
2
» ) Couche épincuse
Couche basale
o
Collagéne IV et VII, Laminine £
Membrane basale —
3-3-2, perlecan, etc.. 3 Derme papillaire
Marqueurs de différenciation épithélial Marqueurs protéiques de la JDE
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Notre problématique

* Grand nombre de protéines caractéristiques de chacune des strates de I'épiderme et de la lame basale

* Pour la caractérisation du tissu cutané in vivo ou pour la validation de l'architecture d’un épiderme
reconstruit in vitro.

* Problématique principale: Fixation de nos peaux reconstruites au paraformaldéhyde (PFA)

=>» préservation de I'architecture

=>» masquage des épitopes de nos cibles [Ramos-Vara, 2005].
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Notre problématique

* Grand nombre de protéines caractéristiques de chacune des strates de I'épiderme et de la lame basale

* Pour la caractérisation du tissu cutané in vivo ou pour la validation de l'architecture d’un épiderme
reconstruit in vitro.

* Problématique principale: Fixation de nos peaux reconstruites au paraformaldéhyde (PFA)
=>» préservation de I'architecture
=>» masquage des épitopes de nos cibles [Ramos-Vara, 2005].

* Solution : «démasquer» ces sites antigéniques et ainsi rendre possible la reconnaissance des antigenes par
leur anticorps [O’Leary et al., 2009].

De nombreuses techniques disponibles (chimiques, enzymatiques, chaleur....)

Pahlogy Qamary 2010 00, 71 31 CH =>» Objectif: comparer l'efficacité
TECHNICAL REPORT 3 du démasquage antigénique par
Citraconic anhydride: a new antigen retrieval solution — I’AC vs techniques de réfé rence
ANTHONY S-Y. LEONG AND ZENOBIA HAFFAJEE
Immunohistology Unit, Hunter Area Pathology Service and University of Newcastle, Newcastle, New South
Wales, Australia O O O 9 Mise en éVidence de

marqueurs cutanés
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Flowchart experimental

Dilution /
Anticorps Reférences
Concentration
Mouse anti-human collagéne IV Millipore (MAB 1910} 1/500
Mouse anti-human collagéne VII Sigma (C6805) 1/1000
Mouse anti-human laminine 5 USBiological (L1225-35) 1/100
Mouse anti-human Ki-67 Millipore (MAB 4190) 10 pg/ml
Mouse anti-human kératine K1 / Chemicon International ;
K10 (CBL 266) 10
Mouse anfi-human involucrine Tebu-Bio (333) 8¢ 1/50
21748
Mouse anti-human Harbor Bioproducts 120
transglutaminase (5003)
Mouse anti-human intégrine o2pl | Millipore (MAB 19987 1/200
Mouse anti-human desmoplakine Millipore (CBL 173) 1/10
Mouse anti-human B-caténine Millipore (05-665) 1/300
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|

Coupe microtome
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antigénique
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Immunomarquage — marqueurs de
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Flowchart experimental

Solution de démasquage Mode d’utilisation
H,O0 Micro-ondes (2450W/800Hz)
(Hazelbag et al.. 1995) 2x5 min

Biopsies cutanées

T

Fixation au froid

/

Fixation PFA

|

Déshydratation

| |

Tampon acide citrique (1.8 mM / Citrate
de sodium (8,2 mM)
(Shi e al.. 1993)

Micro-ondes (2450W/800Hz)
3x10 min

Inclusion en paraffine Inclusion en Tissue-Tek

| |

Tampon tris-HCI (0,1M) / urée (5%)
(Taylor et al.. 1996)

Micro-ondes (2450W/800Hz)
4x5 min

Coupe microtome Coupe cryostat

Micro-ondes (2450W/800Hz)

|

Deéparaffinage /
E:éhydratation

|

Anhydre citraconique 0,05%, pH 2 2x5 min
(Namimatsu et al., 2005 ; Leong et al.. 2010) Bain-marie 98°C
45 min
Micro-ondes (2450W/800Hz)
Anhydre citraconique 0,05%, pH 7.4 2x5 min
(Namimatsu et al., 2005 : Leong et al.. 2010) Bain-marie 98°C
45 min

Démasquage
antigénique
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Immunomarquage — marqueurs de
différenciation épidermique
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Involucrine
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Kératines K1/K10

Control -
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Laminine 5

Control -
50 uym

Kératines K1/K10

Collagéne IV
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Involucrine

Collagéne VII
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Conclusion

Fixation PFA 3% +

Fixation PFA 3% +

Fixation PFA 3% +

Marquear Fixmtion & frokl Fixation PFA 3% | Fixation PFA 3% | Fization PFA 3% | Fization PFA 3% Marqueur Fixation a froid - . .
sans demasquage + tampon citrate + ean + tris-HC1 / urée ACpH 7.4 BM ACpH2BM ACpHI MO
Collagene IV + Collagene IV + +
Collagene VII + Collagene VII + +
Laminine 5 + Laminine 5 + +
Ki-67 + + Ki-67 + - + +
KI/K10 + + + KEI/EK10 + + + +
Involucrine + + + Involucrine + + + +
Transglutaminase + NT NT NT Transglutaminase + NT NT
Intégrine a2f1 + + NT NT NT Intégrine a2p1 + NT NT
Desmoplakine + NT NT NT Desmoplakine + NT NT -
B-caténine + + NT NT NT p-caténine + NT NT +

* Le démasquage au tampon citrate est satisfaisant pour certains marqueurs
e Supériorité de I'AC pH2 — MO pour la majorité des marqueurs d’intérét

* Difficulté technique: probleme de décollement d’échantillon
* Application a la caractérisation de nos modeles reconstruits
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Involucrin B-catenin

Ki-67

Laminin 5

TDEE

Native human skin

. --

TDEE: modele home made
d’épiderme reconstruit in vitro

RHE: épiderme humain
reconstruit du commerce
(Episkin®)
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