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RESUME

Les troubles de la cicatrisation constituent un probléme socio-économique majeur dans les
pays développés, particulierement en raison du vieillissement de la population. La recherche
de nouvelles stratégies thérapeutiques capables de réduire la durée des soins est donc
fortement souhaitée. Dans ce contexte, de nombreux travaux récents ont montré que la
matrice extracellulaire et ses constituants macromoléculaires ou certains peptides qui en
sont dérivés (matrikines) possédaient de nombreuses activités modulatrices sur le processus
cicatriciel. Le présent article fait le point sur les données récentes montrant l'importance de
la matrice extracellulaire dans la cicatrisation et sur les nouvelles pistes thérapeutiques
qu’elles ouvrent.

SUMMARY

Wound healing defects constitute a major socio-economical problem in developed countries,
especially because of the population ageing. Research of new therapeutics strategies able to
decrease the duration of the treatments is strongly needed. In this context, a number of
recent works demonstrated that extracellular matrix and its macromolecular constituents,
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or some of their fragments (matrikines), possess a number of modulating activities on the
wound healing process. The present paper provides an update on recent data showing the
importance of extracellular matrix in wound healing and on the new therapeutic strategies
that they open.

INTRODUCTION

Les troubles de la cicatrisation sont un probléme socio-économique important dans
les pays développés, particuliérement en raison du vieillissement de la population.
Le vieillissement accroit la fréquence des ulcéres de décubitus. Il s’accompagne aussi
souvent de maladies chroniques en particulier le diabéte, les pathologies vasculaires
périphériques, ’artériosclérose, toutes pathologies qui peuvent s’accompagner d’un
déficit de cicatrisation. Les ulcérations chroniques affectent sévérement la qualité de
vie des patients. Elles sont trés fréquentes chez les sujets agés et peuvent nécessiter
des mois, voire des années, de traitement, souvent pénible et douloureux pour le
patient. Elles entrainent également une explosion des dépenses de santé, liées aux
hospitalisations répétées et aux soins infirmiers. A titre d’exemple, une étude récente
effectuée aux USA a estimé le colit de prise en charge des plaies chroniques a plus de
20 milliards de dollars par an [1]. Le colt des ulcéres de décubitus a eux seuls
représentait entre 1,4 et 2,1 milliards de livres par an au Royaume Uni, soit 4 % des
dépenses totales du National Health Service [2]. La recherche de meilleures straté-
gies thérapeutiques, capables de réduire la durée des soins, est donc fortement
souhaitée.

Longtemps considérée comme un support inerte pour les cellules, la matrice extra-
cellulaire s’est au fil du temps révélée étre un élément majeur de régulation des
activités cellulaires. L’ensemble des composants macromoléculaires de la matrice
extracellulaire (collagéne, élastine, protéoglycannes, glycoprotéines de structure) et
certains fragments issus de leur protéolyse partielle, appelés « matrikines » [3] sont
capables de moduler de nombreuses activités cellulaires impliquées dans le proces-
sus de cicatrisation des plaies. La migration, la prolifération cellulaire, la synthése de
nouvelle matrice extracellulaire, la re-vascularisation des tissus 1ésés, peuvent ainsi
étre modulées par des composants de la matrice extracellulaire, en particulier des
matrikines. Une meilleure connaissance des interactions entre cellules et matrice
extracellulaire devrait permettre d’ouvrir de nouvelles pistes pour la thérapeutique
des troubles de la cicatrisation.

LES ETAPES DE LA CICATRISATION

La cicatrisation des plaies est un processus complexe, parfaitement coordonné dans
le temps et dans I‘espace et faisant intervenir de trés nombreux facteurs. Il a pour but
de remplacer le tissu 1ésé par un tissu cicatriciel solide, majoritairement constitué de
fibres de collagene de type I.
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Le processus de cicatrisation évolue classiquement en trois phases [4] :

— La 1™ phase, qui suit immédiatement la plaie, est un processus essentiellement
inflammatoire avec activation des cellules de I'inflammation, secrétion de pro-
téases et de radicaux libres oxygénés qui vont dégrader les macromolécules de la
matrice extracellulaire. Elle est caractérisée par la formation d’un caillot de
fibrine, qui forme une matrice extracellulaire provisoire [5], rapidement envahie
par des cellules inflammatoires. Le caillot, bien que constitué de 95 % de fibrine,
comporte également des composants qui vont jouer un role important dans les
étapes ultérieures. Il s’agit essentiellement de protéines plasmatiques favorisant
I’adhésion et/ou la migration des cellules, telles que fibronectine et vitronectine,
ou de protéines libérées lors de ’adhésion et 'agrégation plaquettaire, telles que
thrombospondine et SPARC (« Secreted Protein Acidic and Rich in Cystein »).
Le caillot de fibrine contient également des facteurs de croissance d’origine
plasmatique ou plaquettaire, en particulier le PDGF (« Platelet Derived Growth
Factor »), le FGF2 ou FGF basique (« Fibroblast Growth Factor N° 2 » ou
« bFGF ») et 'EGF (Epidermal Growth Factor »), tous facteurs polypeptidi-
ques favorisant la migration et la prolifération des cellules nécessaires au pro-
cessus de réparation tissulaire. La lyse progressive du caillot de fibrine par la
plasmine et I’élastase des neutrophiles aboutit a son élimination finale et libére
des fibrinopeptides qui possédent par eux-mémes de nombreuses activités bio-
logiques. Ainsi, les fibrinopeptides A et B libérés par la plasmine sont capables
d’amplifier la réaction inflammatoire par leurs effets chimiotactiques sur les
polynucléaires neutrophiles, les monocytes et les macrophages. Les D-diméres et
autres fragments issus de la dégradation du caillot par la plasmine stimulent
également la secrétion de cytokines pro-inflammatoires, en particulier
I'interleukine-18 et I'interleukine-6. Les produits de dégradation de la fibrine
sont également capables de stimuler la production de matrice extracellulaire, la
prolifération des fibroblastes et la revascularisation des tissus 1ésés, ce qui
contribue & initier la phase de réparation tissulaire [4].

— La 2° phase du processus cicatriciel vise a la fermeture de la plaie et a la
production d’une matrice collagénique provisoire, formée essenticllement de
collagéne de type III. Parallélement, la réépithélisation de la plaie survient par
migration des kératinocytes a partir des berges de la plaie. Celle-ci est due
essentiellement a la secrétion de FGF-7 (« Fibroblast Growth Factor N° 7 »),
également appelé KGF (« Keratinocyte Growth Factor »), par les fibroblastes
situés en périphérie de la plaie. Progressivement, le caillot de fibrine, envahi par
des fibroblastes et des cellules endothéliales attirés par les multiples facteurs
chimiotactiques secrétés par les cellules inflammatoires infiltrées, est remplacé
par une matrice collagénique. Les cellules endothéliales forment des bourgeons
capillaires puis des néo-vaisseaux pour restaurer la vascularisation du tissu 1ésé,
tandis que les fibroblastes se différencient en myofibroblastes, forme activée des
fibroblastes, qui secrétent de grandes quantités de collagéne et permettent la
contraction de la plaie [6].
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— La 3° phase du processus de cicatrisation est caractérisée par le remodelage de la
matrice collagénique déposée par les fibroblastes [7]. Cette phase, qui peut se
prolonger plusieurs mois, voire plusieurs années, fait intervenir de nombreuses
protéinases, en particulier des métalloprotéinases matricielles, qui vont permet-
tre la dégradation du collagéne III initialement déposé et son remplacement
progressif par une matrice extracellulaire mature constituée principalement de
collagéne de type I, aboutissant a la formation de la cicatrice.

Les principaux éléments mis en jeu dans le processus de cicatrisation sont résumés
dans la figure 1.

MACROMOLECULES DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE MODU-
LANT LA CICATRISATION

L’acide hyaluronique

L’acide hyaluronique est un glycosaminoglycanne non sulfaté abondant dans les
tissus, en particulier dans la peau. Son interaction avec ses récepteurs de la mem-
brane cellulaire, en particulier CD-44, induit de nombreux effets favorisant le
processus cicatriciel [8]. Il est capable, notamment, de moduler la réaction inflam-
matoire, d’induire la migration cellulaire, la secrétion de collagéne et la néo-
angiogénése. L’abondance de I’acide hyaluronique parait, en particulier, responsa-
ble de I’absence de formation de cicatrice lors de la réparation tissulaire chez le feetus
[9]. On notera, toutefois, que les effets de ’acide hyaluronique dépendent fortement
de sa masse moléculaire. Ainsi, les fragments de petite taille (10-12 unités disaccha-
ridiques) sont capables de stimuler la synthése du collagéne de type I et la néo-
angiogénése. Inversement, les fragments de grande taille (1000-1700 kDa) stimulent
la synthése du collagéne de type I1I et la migration des kératinocytes [10, 11].

Les protéoglycannes

Les protéoglycannes sont des protéines portant une ou plusieurs chaines de glyco-
saminoglycannes sulfatés (chondroitine-sulfate, dermatane-sulfate, kératane-
sulfate ou héparane-sulfate). La décorine, protéoglycanne majeur de la peau, est
capable de réguler la production du TGF-3 (Transforming Growth Factor-p),
cytokine activatrice de la production de matrice extracellulaire par les fibroblastes
[12]. L’isoforme V5 du versicanne, également présent dans la peau, est capable de
stimuler la production d’élastine [13], d’accroitre la néo-angiogénése [14] et
d’induire la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes [15]. Le perlecanne,
gros protéoglycanne des membranes basales, stimule la formation des néo-vaisseaux
dans les plaies expérimentales de la souris [16]. Les syndécannes 1 et 4, protéogly-
cannes de la membrane cellulaire stimulent la migration des kératinocytes, des
fibroblastes et des cellules endothéliales [17, 18].
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Les chaines de glycosaminoglycannes portées par les protéines-coeur des protéogly-
cannes peuvent également jouer un role important dans la cicatrisation [19]. En
effet, la dégradation des protéines-cceur des protéoglycannes par les protéinases
présentes dans les plaies libére ces chaines glycanniques qui peuvent alors exercer
des effets propres. Ainsi, les chaines de chondroitine-sulfate et de dermatane-sulfate
sont capables de réguler ’activité de nombreux facteurs de croissance. Elles peuvent
également stimuler la secrétion d’oxyde nitreux qui, en retour, augmente I’angiogé-
nese. Les chaines d’héparane-sulfate stimulent la production de cytokines pro-
inflammatoires (Interleukine-1 et Interleukine-6), de la prostaglandine PGE2 et du
TGF-p. Elles sont également capables d’inhiber I’activité de protéases, en particulier
I’élastase et la cathepsine G, et de complexer de nombreuses cytokines, chimiokines
et facteurs de croissance. Les chaines d’héparane sulfate favorisent I'interaction de
FGF2 avec son récepteur et, par conséquent, les effets biologiques de ce dernier.
Récemment, un mimétique de glycosaminoglycannes sulfatés a été démontré capa-
ble de stimuler ’angiogénése in vivo [20].

Les glycoprotéines de structure

Les glycoprotéines de structure sont un ensemble trés vaste de glycoprotéines
présentes dans les tissus conjonctifs. La plus abondante est la fibronectine qui,
au-dela de son role de cohésion de la matrice extracellulaire, joue un réle important
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dans la cicatrisation [21] puisqu’elle stimule la migration des kératinocytes et des
fibroblastes, ainsi que la contraction des plaies. La thrombospondine-1 est une
glycoprotéine activatrice du TGF-4, stimulant ainsi la production de matrice extra-
cellulaire et la contraction des plaies par les myofibroblastes [22]. La ténascine-C,
glycoprotéine fortement exprimée chez ’embryon et ré-exprimée chez I’adulte en cas
de plaie, posséde des propriétés pro-inflammatoires en activant les macrophages et
stimule I’activité des fibroblastes [23].

INTEGRINES ET CICATRISATION

Les intégrines sont des protéines transmembranaires formées de deux sous-unités, «
et B, qui permettent 'adhésion des cellules sur les macromolécules de la matrice
extracellulaire. Elles sont des partenaires trés importants dans la cicatrisation [24].
Outre leur fonction de protéines adhésives, les intégrines sont impliquées dans la
régulation des activités cellulaires et jouent un role majeur dans les interactions
entre cellules et matrice extracellulaire. L’intégrine 81, en particulier est nécessaire
pour la fermeture des plaies expérimentales chez la souris [25]. Elle permet égale-
ment la migration des kératinocytes in vivo. La sous-unité «3, associée a la sous-
unité Bl pour former lintégrine o381, parait jouer un réle majeur dans la
ré-épithélialisation des plaies [26].

MATRIKINES ET CICATRISATION

Les matrikines sont des fragments peptidiques provenant de la dégradation partielle
des macromolécules de la matrice extracellulaire et capables de réguler de nombreu-
ses activités cellulaires [3]. De nombreux résultats provenant de notre laboratoire et
d’autres démontrent que ces peptides peuvent jouer un role important dans le
controdle du processus cicatriciel. Elles sont libérées, en particulier, lors des remanie-
ments protéolytiques nécessaires au bon déroulement du processus de cicatrisation.
Leur importance in vivo a été¢ démontrée notamment par des expériences effectuées
chez des souris déficientes en collagénase [27], chez qui la cicatrisation est extréme-
ment ralentie.

Notre laboratoire a été I'un des tout premiers a démontrer que des fragments de
macromolécules de la matrice extracellulaire, en I'occurrence des glycoprotéines de
structure, étaient capables de réguler certaines fonctions des fibroblastes [28]. Peu de
temps apres, Laskine et al démontraient que des peptides provenant de la dégrada-
tion du collagéne et contenant 3 a 5 répétitions de la séquence d’acides aminés
proline-hydroxyproline-glycine, typique des domaines en triple hélice, pouvaient
exercer un effet chimiotactique sur les polynucléaires neutrophiles [29].

Les peptides provenant de la dégradation de I’élastine, également appelés « élasto-
kines » possédent de nombreuses propriétés activatrices de la cicatrisation. Ils sont
capables d’activer les monocytes/macrophages et les neutrophiles, possédent des
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propriétés chimiotactiques, stimulent la migration des leucocytes, la migration des
kératinocytes, la prolifération des fibroblastes, I’angiogénése, la vasodilatation des
artérioles et le remodelage de la matrice extracellulaire. Les élastokines interagissent
avec un récepteur spécifique de la membrane des cellules cibles, activant plusieurs
voies de transduction intracellulaires responsables des effets biologiques [30].

Les glycoprotéines de structure de la matrice extracellulaire sont également une
source importante de matrikines. Ainsi, le domaine LG3, situé a l’extrémité
C-terminale de la laminine 3.3.2 (également appelée laminine-5), une glycoprotéine
de la membrane basale épidermique, posséde également des propriétés activatrices
de la cicatrisation puisqu’il est capable de stimuler la migration et la prolifération des
kératinocytes. Cet effet dépend d’une interaction entre LG3 et 'intégrine «331 [31].
La ténascine-C, déja mentionnée plus haut, contient de nombreux domaines dits
« EGF-like » qui, par leur ressemblance avec ’Epidermal Growth Factor (EGF)
peuvent, aprés libération par des protéases, se lier au récepteur d’EGF présent sur la
membrane cellulaire pour activer la prolifération et la migration des fibroblastes
[32].

Une des matrikines les plus anciennement caractérisées et les plus utilisées pour la
réparation tissulaire est le tripeptide glycy-histidyl-lysine (GHK), dont les proprié-
tés ont été mises en évidence dans notre laboratoire [33]. Ce peptide est trouvé dans
de nombreuses protéines de la matrice extracellulaire, en particulier la chaine «2 des
collageénes de type I, V et IX, la glycoprotéine SPARC (également appelée ostéonec-
tine ou BM40), et la thrombospondine-1. Il peut étre libéré in vivo sous I'effet de
plusieurs enzymes protéolytiques. On le retrouve dans les liquides biologiques soit
sous forme libre, soit sous forme d’un complexe avec un ion Cu** (GHK-Cu). Le
tripeptide GHK possede de nombreuses propriétés activatrices de la cicatrisation
puisqu’il stimule la synthése de collagéne et celle des protéoglycannes, mais aussi le
remodelage tissulaire. Il stimule la production de FGF2, de TGF-31 et de VEGF par
les fibroblastes [34]. GHK et GHK-Cu sont maintenant utilisés aux USA et en Asie
dans de nombreuses préparations commerciales stimulant la réparation tissulaire.

CELLULES SOUCHES, MATRICE EXTRACELLULAIRE ET CICA-
TRISATION

Les cellules souches sont des cellules multipotentes avec des capacités d’auto-
renouvellement illimitées et capables de donner naissance a de nombreux types de
cellules différenciées comme les kératinocytes, les fibroblastes, les ostéoblastes, les
chondrocytes, les myoblastes, etc.... Ces capacités de différenciation et d’auto-
renouvellement permettant la reconstitution de tissus 1ésés, font d’elles un parte-
naire potentiel majeur dans la réparation tissulaire [35]. Des études pré-cliniques
effectuées avec des cellules souches embryonnaires humaines et avec des cellules
souches pluripotentes induites in vitro (« induced Pluripotent Stem Cells », iPSC) a
partir de fibroblastes ont démontré leur intérét potentiel. Plusieurs essais thérapeu-
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tiques utilisant des cellules souches mésenchymateuses ont déja été effectués chez
des patients souffrant d’ulcérations chroniques, de brilures ou de 1ésions post-
irradiations. D’autres études cliniques ont été effectuées avec des cellules souches
issues de tissu adipeux ou de peau humaine, et ont donné des résultats trés encou-
rageants [36]. En sus de leurs capacités de différenciation, les cellules souches
contribuent a la réparation tissulaire en secrétant de grandes quantités de protéines
de la matrice extracellulaire, en particulier des collageénes, mais aussi des facteurs de
croissance, des cytokines et des facteurs angiogéniques.

Les cellules souches adultes résident dans des niches qui leur procurent le microen-
vironnement nécessaire pour ’acquisition et le maintien de leurs propriétés. La
matrice extracellulaire de ces niches joue un réle majeur dans la maturation et le
comportement de ces cellules [37]. Ainsi les macromolécules de la matrice extracel-
lulaire peuvent stocker des facteurs de croissance, faciliter leur interaction avec leurs
récepteurs spécifiques, les protéger contre les protéases, ou moduler leur activité. Par
exemple, I’adhésion des cellules souches épithéliales aux protéines de la membrane
basale épidermique est nécessaire au maintien de leurs caractéristiques de cellules
progénitrices. De méme, I’acide hyaluronique module la différenciation des cellules
souches mésenchymateuses en myofibroblastes. La encore, ces effets dépendent
essentiellement de la taille des fragments d’acide hyaluronique [38]. D’une maniere
générale, la matrice extracellulaire est un composant essentiel de la niche des cellules
souches épithéliales. L’interaction des cellules souches avec les protéines matricielles
s’effectue par le biais d’intégrines de la membrane cellulaire, comme dans le cas des
cellules différenciées [39]. Ainsi, I’expression de 'intégrine 1 par les cellules souches
épidermiques humaines parait essentielle pour leur prolifération. De méme, de
nombreuses intégrines ont été impliquées dans la différenciation des cellules souches
mésenchymateuses en myofibroblastes et dans la différenciation des cellules progé-
nitrices endothéliales qui permet la revascularisation de la zone 1ésée.

On notera également que certaines matrikines sont capables de stimuler la prolifé-
ration des cellules souches. Ainsi, le complexe GHK-Cu, cité plus haut, augmente
I’expression de la protéine p63, qui favorise les capacités prolifératives des cellules
souches épidermiques de ’adulte. Cet effet est indépendant de la présence des ions
cuivriques [40].

La mise en évidence du partenariat entre cellules souches et matrice extracellulaire
pour la réparation tissulaire a amené plusieurs équipes a proposer des associations
entre celles-ci et les matrices reconstituées in vitro pour reproduire la structure
tridimensionnelle de leur niche originelle. Ainsi, des essais précliniques ont été
réalisés en ensemengant des préparations de cellules souches dans des éponges de
collagene [41] dans des matrices extracellulaires décellularisées [42] ou dans un
hydrogel synthétique [43]. Ces matrices étaient ensuite appliquées sur la plaie afin de
permettre une colonisation de celle-ci par les cellules souches ensemencées. Les
résultats obtenus ont été trés encourageants et plusieurs études cliniques préliminai-
res ont montré une réduction significative du temps de fermeture des plaies [35]. Une
société Sud-Coréenne (Anterogen) vient de mettre sur le marché asiatique un
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produit (Cupistem®) a base de cellules souches humaines provenant de tissu adi-
peux, ensemencées dans un gel de fibrine. Un autre produit (Grafix®) constitué de
préparations de membranes placentaires enrichies en cellules souches, produit par la
société Osiris Therapeutics, est en étude clinique de phase 4 aux Etats-Unis. De
nombreux autres essais cliniques controlés devront toutefois encore étre réalisés
avant de pouvoir conclure a la possibilité d’utilisation thérapeutique de tels produits
sur une grande échelle.

CONCLUSION

L’ensemble des travaux présentés dans cet article montre que la matrice extracellu-
laire et ses constituants macromoléculaires constituent un partenaire essentiel pour
la cicatrisation des plaies. Chacune de ses molécules constitutives peut, soit directe-
ment, soit aprés protéolyse partielle avec libération de matrikines, réguler I’activité
des cellules impliquées dans le processus de réparation tissulaire. Les mécanismes
mis en jeu sont multiples puisqu’ils peuvent consister en une activation de la
synthése protéique, une stimulation de la migration cellulaire, une modulation de
I’expression et de I’activité des protéinases ou une interaction avec des facteurs de
croissance, des cytokines et/ou des chimiokines capables de moduler leur activité.
Elles peuvent aussi permettre la reconstitution d’une niche favorable a la multipli-
cation et la différenciation des cellules souches. Certaines de ces caractéristiques ont
d’ores et déja été exploitées pour des applications thérapeutiques. Une meilleure
connaissance des mécanismes mis en jeu devrait toutefois ouvrir de nouvelles pistes
pour le traitement des plaies chroniques.
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