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I - La peau  

La peau est un organe indispensable à la survie du corps humain. Chez l’adulte, la surface 
totale de la peau est d’environ 2 m2 et son épaisseur varie de 0,5 à 5 mm en fonction de sa 
localisation, du sexe et de l’âge de la personne. La peau est fine au niveau des paupières ou du 
mamelon mais elle est beaucoup plus épaisse au niveau de la paume des mains ou de la plante 
des pieds. 

La peau possède 4 fonctions principales. 

Sa fonction première est son rôle de protection : elle sert de barrière vis-à-vis de
l’environnement mais permet également de limiter les pertes hydriques. 

Elle est également impliquée dans la perception de stimuli sensoriels (Schmelz, 2011) 
détectés grâce aux terminaisons des fibres nerveuses sensorielles présentent dans l’ensemble 
des compartiments de la peau. 

La peau participe à la thermorégulation par plusieurs mécanismes. Le principal moyen pour 
réguler la température interne du corps est une balance aux niveau des capillaires cutanés 
entre vasoconstriction (pour conserver la chaleur) et vasodilatation (pour éliminer l’excès de 
chaleur) (Charkoudian, 2003). Le tissu adipeux et les poils permettent une isolation 
thermique, la transpiration participe quant à elle à la thermolyse. 

Enfin, la peau a une fonction métabolique. En effet, grâce au rayonnement UV B du soleil, la 
peau est impliquée dans la synthèse de la vitamine D indispensable pour la fixation du 
calcium sur les os (Bikle, 2012). 

Pour réaliser toutes ces fonctions, la peau est divisée en plusieurs compartiments : l’épiderme 
(au contact de l’environnement), le derme, l’hypoderme mais aussi les annexes cutanées 
(Figure 1). 



               Chapitre 1 : Etude bibliographique 

                 
Betty Laverdet | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2016 11  
 

 

 

Figure 1 : Représentation schématique de la structure de la peau (d'après ERPI, 2013). 

 

I – 1 L’épiderme 

L’épiderme est un épithélium pluristratifié kératinisé. Les différentes couches de l’épiderme 
sont impliquées dans la fonction barrière de la peau. En plus des kératinocytes qui 
représentent 90 à 95 % des cellules de l’épiderme, on note la présence de mélanocytes, de 
cellules de Merkel et de cellules de Langerhans. 

Au sein de cet épiderme, on distingue plusieurs couches (Figure 2). La couche la plus 
profonde ou couche basale est composée de kératinocytes avec de larges noyaux cubiques qui 
se divisent. Parmi ces kératinocytes se trouvent des cellules souches épidermiques qui 
permettent le renouvellement de l’épiderme. Les kératinocytes de cette couche expriment les 
kératines 5 et 14 (Nelson and Sun, 1983). 

En remontant vers la surface, on retrouve la couche épineuse composée de 5 à 15 assises de 
kératinocytes polygonaux et volumineux exprimant les kératines 1 et 10 (Fuchs and Green, 
1980). 

La couche granuleuse est composée de 1 à 3 assises de kératinocytes aplatis et fusiformes 
disposés parallèlement à la surface de la peau. Les kératinocytes de la couche granuleuse 
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expriment l’involucrine et la profillagrine, marqueurs terminaux de différenciation 
kératinocytaire. 

Au contact de l’environnement, on retrouve la couche cornée constituée de 5 à 10 assises de 
cellules non viables éliminées par desquamation. Cette desquamation est compensée par la 
migration de kératinocytes provenant des couches inférieures. Le cycle de différenciation 
kératinocytaire depuis la couche basale jusqu’à la couche cornée s’effectue en une vingtaine 
de jours. 

 

Figure 2 : Structure de l’épiderme et processus de différenciation des kératinocytes (d’après Eckhart et al., 
2013). 
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L’épiderme ne contient ni vaisseaux sanguins ni vaisseaux lymphatiques. Les cellules de 
l’épiderme ont donc besoin des vaisseaux présents dans le derme pour l’apport de nutriments 
permettant leur survie. 

Au sein de cet épiderme, on note la présence de terminaisons nerveuses impliquées dans la 
perception de stimuli sensoriels tels que le toucher, la pression, la température et la douleur 
(ceci sera détaillé dans la partie Chapitre 1, IV innervation cutanée). 

 

I – 2 La jonction dermo-épidermique 

Entre l’épiderme et le derme, la jonction dermo-épidermique (zone acellulaire) permet 
l’ancrage de l’épiderme au derme et évite la dissémination des kératinocytes dans le derme. 
Cette zone peut être divisée en 4 parties (Figure 3). 

La zone la plus superficielle est constituée par la membrane plasmique des cellules de la 
couche basale de l’épiderme. Les kératinocytes présentent à ce niveau des structures 
d’attaches appelées hémidesmosomes. Les mélanocytes possèdent un système d’adhésion 
focal alors que pour les cellules de Merkel, on observe une densification de leur membrane 
plasmique au contact de la fibre nerveuse à laquelle elles sont associées. 

Plus en profondeur, on distingue la lamina lucida qui a une épaisseur de 20 à 40 nm. Cette 
zone est traversée par des filaments d’ancrage de 5 à 7 nm de diamètre. Certains filaments 
sont riches en laminines 332 et 311 qui se lient à la partie extracellulaire de l’intégrine α6β4 
présente à la surface des kératinocytes de la couche basale. Ces filaments d’ancrage forment 
alors un complexe avec les hémidesmosomes. Entre les hémidesmosomes, d’autres filaments 
d’ancrage moins nombreux présentent une composition différente. En effet, ils sont 
essentiellement constitués par les laminines 322, 311 ou 321 qui se lient à l’intégrine α3β1. 

La lamina densa est une couche de 30 à 60 nm d’épaisseur. Elle est majoritairement 
composée de collagène de type IV mais également des laminines 511 et 321, de 
protéoglycanes et de nidogène. C’est une zone intermédiaire d’ancrage entre les filaments 
d’ancrage provenant de l’épiderme et ceux issus de la zone fibrillaire du derme. 

La zone fibrillaire contient quant à elle des fibres d’ancrage de 20 à 60 nm d’épaisseur 
constituées majoritairement de collagène de type VII. Elle fait le lien entre la lamina densa et 
les plaques d’ancrage du derme superficiel. 
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Figure 3 : Représentation de la jonction dermo-épidermique (adapté de Schneider et al., 2007). 

 

I – 3 Le derme 

Le derme est constitué majoritairement de fibroblastes et de matrice extracellulaire (MEC) qui 
apporte une résistance mécanique et élastique à la peau. Il apporte un soutien mécanique et 
nutritionnel à l’épiderme. Au sein du derme, on note la présence d’annexes cutanées et de 
plexus vasculaires. Le derme peut être divisé en deux zones : le derme papillaire, partie la
plus superficielle du derme en contact avec l’épiderme et qui est constitué par les papilles 
dermiques localisées entre les crêtes épidermiques, et le derme réticulaire situé plus en 
profondeur. Ces deux zones se différencient par la morphologie des fibroblastes qu’elles 
contiennent mais aussi par la composition et l’organisation de leurs MEC. 

Le derme papillaire, au contact de l’épiderme, est constitué de fibroblastes à forte capacité 
proliférative et métabolique. La MEC du derme papillaire n’est pas organisée et présente des 
fibres disposées de façon aléatoire. Cette MEC est constituée de fibres de collagène de petit 
diamètre (collagène de type III et V) et ne présente pas de fibres d’élastine mature (Prost-
Squarcioni et al., 2008). A ce niveau, on retrouve également de nombreux capillaires sanguins 
nécessaires pour la nutrition des cellules de l’épiderme et pour la régulation de la température 
corporelle. Des récepteurs sensoriels sont également présents et permettent notamment la 
détection de stimuli tels que la pression ou le toucher. 

Le derme réticulaire quant à lui présente une MEC plus organisée : les fibres de collagène 
(essentiellement du collagène de type I) sont plus larges et on note la présence de fibres 

laminin 332 
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élastiques matures. Ceci confère au derme réticulaire des propriétés de résistance mécanique 
supérieures au derme papillaire. A ce niveau, les fibres sont disposées parallèlement à la 
surface de la peau. Dans ce derme profond, on retrouve la présence de follicules pileux, de 
vaisseaux sanguins, de glandes sudoripares et sébacées mais également de nerfs et de 
récepteurs sensoriels. 

La MEC est constituée majoritairement de collagène qui donne sa structure au derme et 
confère à la peau sa résistance mécanique. Le collagène représente 75% du poids sec de la 
peau. Il est majoritairement présent sous forme fibrillaire au niveau du derme. On distingue 
principalement 3 types de collagènes : le collagène de type I (60-80%), le collagène de type 
III (15-25%) et le collagène de type V (2-5%). 

Des fibres élastiques sont également présentes dans le derme et apporte l’élasticité à la peau. 
En effet, leur structure leur permet d’être étirées jusqu’à 150% sans déformation résiduelle. 

Au sein de cette matrice, on trouve également une matrice extrafibrillaire composée 
notamment de protéoglycanes et de glycosaminoglycanes. Ces molécules permettent 
notamment l’hydratation de la peau en permettant la diffusion de l’eau et lui apporte sa 
viscosité. 

 

I – 4 L’hypoderme 

Sous le derme, l’hypoderme permet de protéger le corps du froid et constitue une réserve 
d’énergie. Il est constitué majoritairement d’adipocytes mais aussi de cellules souches et 
contient de nombreux facteurs de croissance (Klein et al., 2007). 

 

I – 5 Les annexes cutanées 

I – 5.1 Les follicules pilo-sébacés 

Les follicules pileux sont présents dans le derme à l’exception des zones glabres telles que la 
plante des pieds ou la paume des mains. La naissance du poil s’effectue dans le derme en 
profondeur à partir du bulbe pileux. Le poil ainsi que la gaine qui l’entoure dérivent d’une 
invagination de l’épiderme (Figure 4). Cette invagination forme la paroi de l’infundibulum 
puis la gaine épithéliale externe (Prost-Squarcioni, 2006). 
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Figure 4 : Structure d’un follicule pileux (adapté de Lai-Cheong and McGrath, 2013). 

Le cycle du poil s’effectue en 3 temps : 

- la phase anagène : phase de croissance du poil ; 
- la phase catagène : phase de résorption du poil ; 
- la phase télogène : phase de repos. 

 
Les glandes sébacées produisent du sébum et sont majoritairement associées aux follicules 
pileux permettant ainsi la sécrétion du sébum au niveau de l’isthme des follicules pilo-
sébacés. Sous le muscle arrecteur du poil, un renflement appelé « bulge » contient des cellules 
souches kératinocytaires. Ces cellules souches sont importantes notamment lors du processus 
de cicatrisation permettant d’assurer une régénération de l’épiderme quand celui-ci est détruit. 

I – 5.2 Autres annexes 

En plus des follicules pileux, on trouve dans la peau les glandes sudoripares qui permettent la 
sécrétion de sueur et participe ainsi à la régulation de la température corporelle. 

Des terminaisons nerveuses sont également présentes dans le derme et l’épiderme. Elles 
permettent de capter et de transmettre des stimuli tels que le toucher, la douleur, la pression, 
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l’étirement, la température… L’ensemble de ces terminaisons nerveuses seront décrites en 
détails dans la partie IV. 

II - Processus de cicatrisation et rôle de la matrice extracellulaire 

Dans une peau saine, la MEC du derme est sécrétée par les fibroblastes. Cependant, après une 
lésion, la MEC détruite doit être remplacée lors du processus de cicatrisation. Cette nouvelle 
MEC est alors sécrétée par les myofibroblastes qui sont des acteurs essentiels lors du 
processus de cicatrisation. 

Ces myofibroblastes représentent un stade final de différenciation des fibroblastes. Suite à une
blessure, les fibroblastes évoluent d’abord en proto-myofibroblastes exprimant des fibres de 
stress contenant les actines  et  cytoplasmiques. Ces proto-myofibroblastes peuvent se 
différencier en myofibroblastes avec l’apparition de l’expression de l’actine α-musculaire 
lisse (α-ML) qui est présente notamment dans les cellules musculaires lisses vasculaires 
contractiles. Ces myofibroblastes peuvent alors se contracter et sont ainsi impliqués dans les 
processus de cicatrisation. 

Le processus de cicatrisation est classiquement décrit par 3 phases : la phase inflammatoire, la 
phase de prolifération et la phase de remodelage (Figure 5). 
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Figure 5 : Représentation des trois étapes du processus de cicatrisation (d’après Houschyar et al., 2015). 

La phase inflammatoire débute dès l’apparition d’une lésion. Quelques minutes après la 
blessure, un caillot sanguin composé de fibrine et de fibronectine se développe pour stopper 
l’hémorragie et pour combler la perte de tissu générée par cette lésion. Au sein de cette 
matrice provisoire, de nombreux facteurs de croissance tels que le « Transforming Growth 
Factor- » (TGF-β1), le « Epithelial Growth Factor » (EGF), le « Vascular Endothelial 
Growth Factor » (VEGF) sont libérés par les plaquettes et les macrophages. Ces facteurs 
permettent le recrutement des cellules de l’inflammation, des fibroblastes et des cellules 
endothéliales. Les premières cellules inflammatoires à rejoindre cette matrice provisoire sont 
les polynucléaires puis après 24h, les monocytes et les lymphocytes rejoignent la zone lésée 
(Kim et al., 2008). Cette inflammation se traduit par un érythème douloureux et chaud dû à la 
vasodilatation et à l’augmentation de la perméabilité vasculaire. 

A la fin de cette phase inflammatoire, la phase proliférative se met en place et un tissu de 
granulation remplace progressivement la matrice provisoire. Au sein de ce tissu de 
granulation, une nouvelle MEC est synthétisée. De nouveaux capillaires se forment dans ce 
tissu de granulation pour permettre l’apport de nutriments et d’oxygène aux cellules présentes. 
Au cours de cette phase, les différentes cellules présentes vont s’activer. Les monocytes se 
différencient en macrophages permettant la phagocytose des déchets et la secrétions de 
nombreux facteurs (DiPietro, 1995). Les lymphocytes B s’activent en plasmocytes et sont 
ainsi capables de secréter des immunoglobulines. Les fibroblastes s’activent en 
myofibroblastes permettant, grâce à leur capacité contractile, de rapprocher les berges de la 
plaie. Ces myofibroblastes sont également responsables de la sécrétion de la nouvelle MEC 
déposée pour remplacer le tissu détruit. 

La formation de ce néo-derme permet la mise en place du processus de ré-épithélialisation. 
Pour cela, les kératinocytes présents à proximité de la lésion migrent sur ce néo-derme à partir 
des berges de la plaie. La reconstitution de l’épiderme est nécessaire pour que la peau 
retrouve sa fonction de barrière vis-à-vis de l’extérieur (O’Toole, 2001). 

La dernière phase du processus de cicatrisation est la phase de remodelage. Au cours de cette 
phase, la plupart des cellules présentes dans le tissu de granulation deviennent inutiles et 
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meurent donc par apoptose. En remplacement, de nouveaux fibroblastes envahissent la MEC. 
La composition de ce nouveau tissu conjonctif évolue également : le collagène de type III qui 
composé majoritairement le tissu de granulation est remplacé par du collagène de type I et 
l’élastine réapparait. 

Au cours de ce processus de cicatrisation, des erreurs peuvent se produire conduisant à 
l’apparition d’une cicatrice pathologique. Ces anomalies sont en partie causées par les 
myofibroblastes. Par exemple, dans le cas d’une cicatrice hypertrophique (Figure 6), le tissu 
de granulation est toujours en croissance du à une sécrétion ininterrompue de MEC et/ou à un 
défaut de facteurs proapoptotiques. Cela se traduit par un épaississement de la couche 
dermique et cette situation est principalement rencontrée chez les jeunes patients. 

 

Figure 6 : Photo d’une cicatrice hypertrophique 18 mois après une brûlure du 2ème degré (d’après Jain et 
al., 2014). 

Par ailleurs, des problèmes lors de la cicatrisation cutanée se produisent également chez les 
personnes âgées. En effet, avec l’âge, la peau vieillit ce qui se traduit notamment par une 
diminution de son élasticité et une détérioration des fibres de collagène et d’élastine 
dermiques (Gould et al., 2015). Ces modifications cutanées sont notamment dues à des 
facteurs intrinsèques (senescence, stress oxydatif) mais aussi extrinsèques (tabac, UV). 

Le vieillissement cutané entraine le plus souvent une augmentation du temps de cicatrisation 
due à une diminution de la formation du tissu de granulation, avec une réduction de 
l’angiogenèse et un nombre de myofibroblastes moins important et donc une synthèse de 
matrice extracellulaire diminuée. Du fait de ces caractéristiques de la peau âgée, les plaies 
cutanées présentes chez des patients âgés deviennent le plus souvent chroniques avec 
l’apparition d’ulcère ou d’escarre.  
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Le chapitre de livre « (Myo)fibroblasts/Extracellular Matrix in Skin Wound and Aging » qui 
suit décrit en détail le rôle des myofibroblastes et de la MEC dans la cicatrisation normale 
mais aussi les effets de l’âge sur la cicatrisation cutanée (Girard et al., 2016). La revue 
« Fibroblasts and myofibroblasts in wound healing » en annexe 1 apporte des précisions sur le 
rôle des fibroblastes dans le processus de cicatrisation. 
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III - La brûlure  

De nombreuses agressions extérieures peuvent provoquer une lésion de la peau nécessitant la 
mise en place d’un processus de cicatrisation. Parmi celles-ci, la brûlure peut causer une 
atteinte de l’intégrité physique de la peau et peut, selon les cas, laisser de lourdes séquelles. 

Les brûlures touchent de nombreuses personnes chaque année en France (environ 300 000) et 
les plus graves (10 000) nécessitent une hospitalisation. Les brûlures sont le plus souvent 
causées par une source de chaleur (11 millions de cas en 2004 dans le monde (Peck, 2011)) 
mais elles peuvent également être d’origine chimique (5%), électrique (10 %) ou encore 
radioactive (1%). 

III - 1 Critères de gravité d’une brûlure 

En plus de l’origine de la brûlure, différents critères existent pour classer les brûlures en 
fonctions de leur gravité et ainsi adapter le traitement. 

 Les différents critères sont :  

- l’étendue de la brûlure (qui sera évaluée avec la règle des 9 de Wallace et la table 
de Lund et Browder (voir figure 7) ; 

- la profondeur ; 
- l’âge du patient et son état général. 

 
 
     

A 
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Figure 7 : Méthodes de calcul de la surface corporelle lésée. A. Représentation schématique de la règle des 9 
de Wallace. B. Table de Lund et Browder permettant un calcul plus précis de la surface lésée notamment en 

fonction de l’âge du patient. 

 

En clinique, 3 degrés de brûlures sont décrits (Figure 8) (Papini, 2004) : 

Le premier degré correspond à une atteinte superficielle de l’épiderme. C’est ce type de 
brûlure que l’on observe lors d’un coup de soleil. La brûlure est douloureuse et on remarque 
un érythème. La guérison est spontanée et sans séquelle. 

Le deuxième degré de brûlure correspond à une atteinte de la totalité de l’épiderme et d’une 
partie plus ou moins profonde du derme. Le deuxième degré est ainsi habituellement 
décomposé en deuxième degré superficiel ou deuxième degré profond en fonction de 
l’atteinte du derme. 

Le deuxième degré superficiel concerne une atteinte de l’épiderme et des parties les plus 
superficielles des papilles dermiques. La brûlure est douloureuse à cause de la persistance de 
terminaisons nerveuses cutanées non lésées dans le derme plus profond. De plus, une 
phlyctène est observée. La cicatrisation d’une brûlure du deuxième degré superficiel est 
généralement spontanée et assez rapide. 

Le deuxième degré profond quant à lui se caractérise par une destruction totale de l’épiderme 
et une atteinte profonde du derme. La peau brulée apparait blanche et le patient présente une 
hypoesthésie de la zone lésée due à une destruction de la majorité des terminaisons nerveuses 
cutanées. La cicatrisation est plus longue que dans les cas précédents et la cicatrisation 

B 
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épidermique ne peut se faire qu’à partir des berges de la plaie. Une hospitalisation est le plus 
souvent nécessaire. 

 Le troisième degré de brûlure correspond à une destruction totale de l’épiderme et une 
destruction majeure ou totale du derme. La peau brulée apparait blanche ou noire et présente 
un aspect cartonné sans phlyctène. Le patient ne ressent aucune douleur due à la destruction 
totale des fibres nerveuses au niveau de la plaie. La cicatrisation spontanée est impossible et 
le patient doit être hospitalisé pour être généralement greffé et favoriser ainsi les chances de 
guérison. 

Le quatrième degré de brûlure correspond à une carbonisation. Toute la peau est détruite avec 
une atteinte de l’hypoderme ou du muscle sous-jacent. 

 

  

Figure 8 : Schéma représentant le degré de brûlure en fonction de la profondeur de la peau lésée (d'après 
Gagnon, 2005). 

On considère qu’une hospitalisation est nécessaire lorsque la brûlure atteint plus de 10% de la 
surface corporelle, ou lorsqu’une brûlure du troisième degré affecte plus de 2 % de la surface 
corporelle ou des zones comme les mains, le visage ou des patients aux âges extrêmes de la 
vie. De plus, la présence de lésions associées telles qu’une atteinte respiratoire ou la présence 
de pathologies lourdes sont des motifs d’hospitalisation.  
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III – 2 Physiopathologie de la brûlure  

A la suite d’une brûlure, le processus de cicatrisation débute. On observe une fuite d’eau, 
d’albumine et d’électrolytes importante vers le milieu interstitiel ce qui conduit à la formation 
d’un œdème. Ceci est associé à une hémoconcentration et une anoxie tissulaire. L’ensemble 
de ces modifications physiologiques entraine rapidement un choc hypovolémique chez le 
patient qu’il faut traiter dès que possible (Keck et al., 2009). 

La réaction inflammatoire se met ensuite en place avec la libération massive de substances 
vaso-actives et la formation de radicaux libres toxiques pour l’organisme (Allgöwer et al., 
2008). 

A ces conséquences de la brûlure s’ajoutent des troubles de la régulation thermique et des 
troubles métaboliques. On observe notamment une hyperglycémie, une lyse des lipides et un 
hyper catabolisme protéique. 

La brûlure entraine également une déficience immunitaire qu’il faudra surveiller pour éviter 
l’infection. 

Une brûlure grave peut avoir des effets systémiques et entrainer une déficience multiviscérale. 
En effet, une défaillance cardio-circulatoire et une décompensation respiratoire peuvent 
survenir dans les premiers jours suivant la brûlure et aggraver ainsi le pronostic. 

 

III – 3 Traitements des brûlures thermiques 

III – 3.1 Traitements conventionnels  

Le traitement de la brûlure est adapté au degré de brûlure préalablement déterminé (Alharbi et 
al., 2012). 

Pour une brûlure superficielle, la cicatrisation étant spontanée et efficace, la prise en charge 
thérapeutique consiste seulement à hydrater la zone brulée. 

Pour les brûlures plus profondes et/ ou plus étendue, la prise en charge à l’hôpital doit se faire 
le plus rapidement possible pour éviter les complications. En premier lieu, il faut traiter 
rapidement le choc hypovolémique par administration d’une solution composée de 
cristalloïdes associée ou non à des colloïdes. La moitié des volumes prévus pour 24h doit être 
administrée en moins de 8h (Dries, 2009). 

Si besoin, une réanimation respiratoire peut être mise en place notamment en cas de brûlures 
de la face ou de suspicion de brûlures par inhalation. 

Les patients gravement brûlés doivent être pris en charge en services spécialisés pour 
permettre leur survie. Le traitement de ces brûlures graves varie en fonction de la profondeur 
et de la surface de la brûlure. Ce traitement est le plus souvent suivi par une rééducation 
fonctionnelle.
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Pour une brûlure du deuxième degré profond de petite surface, un traitement topique peut 
suffire. Cependant si la brûlure est étendue, il est nécessaire de retirer le tissu nécrosé qui 
prédispose au risque d’infection (Le Floch et al., 2015). La couverture de la lésion peut se 
faire par une autogreffe, une allogreffe ou encore un derme artificiel. Malgré ces traitements, 
après la fermeture de la plaie une cicatrice reste visible. 

Pour une brûlure du troisième degré, il est également nécessaire de retirer le tissu nécrosé et 
de couvrir la plaie avec une autogreffe, une allogreffe ou un substitut de peau totale.  

Le traitement conventionnel d’un patient brulé à moins de 40 % de la surface corporelle est 
l’autogreffe de peau mince sur les sites brulés. La technique consiste à prélever de la peau 
saine et à l’étirer pour couvrir un site lésé. Cette technique permet une bonne prise de greffe et 
une bonne cicatrisation du site donneur. Elle permet de couvrir de larges surfaces et sa mise 
en œuvre par les chirurgiens est relativement facile. Malheureusement, l’aspect esthétique 
final n’est pas satisfaisant et de nombreuses interventions chirurgicales sont le plus souvent 
nécessaires. Pour améliorer le résultat fonctionnel, il est possible de réaliser des greffes de 
peau épaisse.

Pour les patients brulés sur plus de 40 % de leur surface corporelle, le traitement 
conventionnel est impossible du fait de la faible quantité de sites donneurs de peau saine. Il 
faut alors faire appel à des substituts cutanés greffables obtenus par des techniques de bio-
ingénierie tissulaire. 

III – 3.2 Bio-ingénierie tissulaire appliquée au traitement de la brûlure 

Pour couvrir les plaies des grands brulés, plusieurs options sont possibles. La bio-ingénierie 
tissulaire met à la disposition des chirurgiens des substituts cutanés permettant de remplacer 
uniquement l’épiderme ou le derme ou les 2 couches simultanément. 

La majorité de ces substituts sont acellulaires (Tableau I). En effet, la présence de cellules 
dans un dispositif médical implique de nombreuses contraintes réglementaires, une 
technologie de haut niveau, et un coût élevé. Cependant, certains d’entre eux contiennent des 
cellules autologues ou allogéniques (Tableau II). 
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Origine Nom/ Fabricant Composition Indications Références 
B

io
-

po
ly

m
èr

e Hyalomatrix PA ® 
Fidia farmaceutici 
s.p.a 

Couche supérieure : membrane de 
silicone 
Couche inferieure : dérivé de 
l’acide hyaluronique 

Brûlure du 2nd 
degré 

(Gravante et 
al., 2010; 
Perrot et al., 
2011) 

Po
ly

m
èr

e 
sy

nt
hé

tiq
ue

 

Suprathel®  
PolyMedics 
Innovation GmbH 

Tri-polymère de polylactide, 
trimethylene carbonate et ε-
caprolactone 

Couverture 
temporaire des 
sites donneurs et 
des brûlures 
superficielles et 
partiellement 
profondes 

(Schwarze et 
al., 2008; 
Keck et al., 
2012; Highton 
et al., 2013; 
Schiefer et al., 
2014) 

Biobrane ® Smith 
and Nephew 

Couche supérieure : membrane de 
silicone 
Couche inférieure : matrice tri-
filamentaire en nylon sur laquelle 
sont fixés des peptides dérivés du 
collagène porcin de type I 

Brûlure du 2nd 
degré et sites 
donneurs 

(Lesher et al., 
2011; 
Rahmanian-
Schwarz et al., 
2011) 

AWBAT ® Aubrey 
Inc 

Couche supérieure : membrane de 
silicone 
Couche inférieure : matrice tri-
filamentaire en nylon sur laquelle 
sont fixés des peptides dérivés du 
collagène de type I porcin (plus 
poreux que Biobrane ®) 

Brûlure du 2nd 
degré et sites 
donneurs 

(Woodroof, 
2009; 
Vandenberg, 
2010) 

A
ni

m
al

e 

Epiflex ® DIZG Derme humain décellularisé Brûlures, 
cicatrices 
hypertrophiques 

(Rössner et al., 
2011) 

EZ Derm ® 
Mölnlycke Health 
Care 

Derme porcin contenant du 
collagène réticulé aux aldéhydes 

Brûlures (Troy et al., 
2013) 

Strattice Tissue 
Matrix ® LifeCell 
Corporation 

Derme porcin acellulaire Reconstruction 
abdominale, 
reconstruction 
mammaire, 
réparation des 
hernies 

(Katerinaki et 
al., 2010; 
Freedman, 
2012; Begum 
et al., 2016) 

Pelnac ® Gunze 
+ bFGF 

Couche supérieure : membrane de 
silicone 
Couche inférieure : éponge 
d’atélocollagène de tendon de 
porc 

Brûlure du 
troisième degré, 
reconstruction 
cutanée après 
ablation de 
tumeur ou de 
nævus 

(Wosgrau et 
al., 2015; 
Mitsukawa et 
al., 2016) 
 

Oasis ® Wound 
Matrix 

Matrice extracellulaire dérivée de 
la muqueuse du petit intestin de 
porc 

Brûlure du 2nd 
degré, ulcères 

(Mostow et al., 
2005; Shi and 
Ronfard, 
2013) 

Matriderm ® 
MedSkin solutions 

Membrane poreuse composée de 
collagène et d’un hydrolysat 
d’alpha-élastine d’origine bovine 

Brûlures des
2ème et 3ème 
degrés, chirurgie 
reconstructrice 

(Schneider et 
al., 2009; 
Lamy et al., 
2013) 
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Terudermis ® 
Olympus Terumo 
Biomaterials 

Couche supérieure : membrane de 
silicone 
Couche inférieure : éponge de 
collagène bovin lyophilisé et 
réticulé 

Brûlures, 
chirurgie 
reconstructrice, 
trauma 

(Eo et al., 
2011) 

Integra ® Integra 
LifeSciences 
Corporation 

Couche supérieure : membrane de 
silicone 
Couche inferieure : matrice de 
collagène de tendon bovin de type 
1 réticulé aux 
glycosaminoglycanes 
(chondroitine-6-sulfate) 

Brûlures et 
chirurgie 
reconstructrice 

(Lagus et al., 
2013; Müller 
et al., 2013) 

H
um

ai
ne

 

Alloderm ® 
LifeCell 
Corporation 

Derme cadavérique humain 
lyophilisé et ayant subi un 
processus pour éliminer les 
cellules 

Brûlures, 
chirurgie 
reconstructrice 

(Wainwright, 
1995; Deneve 
et al., 2013; 
Wester et al., 
2014; Agarwal 
et al., 2015) 

GammaGraft ® 
Promethean 
LifeSciences 

Peau cadavérique humaine 
gamma irradiée 

Brûlures, plaies 
chroniques 

(Nyame et al., 
2014) 

Glyaderm ® Euro 
Tissue Bank 

Derme cadavérique humain 
glycérolé 

Brûlures, 
chirurgie 
reconstructrice 

(Verbelen et 
al., 2016) 

 

Tableau I : Substituts acellulaires dermiques pour le traitement des brûlures. 
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Origine Compartiment 
remplacé 

Nom / Fabricant Composition Indications Références 
C

el
lu

le
s 

al
lo

gé
ni

qu
es

 

Derme Dermagaft® 
Organogenesis 

Fibroblastes néonataux 
de prépuce humain sur 
matrice de polyglactine 

Ulcères (Hart et al., 
2012) 

Peau totale Apligraf ® 
Organogenesis 

Couche supérieure :  
kératinocytes néonataux 
de prépuce humain 
Couche inferieure : 
fibroblastes néonataux 
de prépuce humain dans 
une matrice de collagène 
bovin de type I 

Ulcères (Edmonds, 
2009; 
Carlson et 
al., 2011) 

OrCel TM 
Forticell 
Biosciences 

Couche supérieure :  
kératinocytes néonataux 
humains 
Couche inferieure : 
fibroblastes néonataux 
humains dans une 
éponge de collagène 
bovin de type I 

Epidermolyse 
bulleuses, sites 
donneurs 

(Still et al., 
2003) 

C
el

lu
le

s 
au

to
lo

gu
es

 

Peau totale PermaDerm TM 

Regenicin 
Couche supérieure : 
kératinocytes autologues 
Couche inferieure : 
fibroblastes autologues 
dans une matrice de 
collagène de type I 

Brûlures du 
3ème degré 

(Woodroof 
et al., 2015) 

MyDerm TM 
Cell Tissue 
Technology 

Couche supérieure : 
kératinocytes autologues 
dans une couche de 
fibrine autologue 
Couche inferieure : 
fibroblastes dermiques 
autologues dans une 
couche de plasma 
autologue 

Brûlures, 
ulcères, 
chirurgie 
reconstructrice 

(Mazlyzam 
et al., 2007; 
Seet et al., 
2012) 

ReCell TM Avita 
Medical 

Spray contenant les 
cellules de la peau : 
kératinocytes, 
mélanocytes, cellules de 
Langerhans, fibroblastes 
papillaires dermiques 
autologues 

Brûlures, 
ulcères, 
vitiligo 

(Wood et 
al., 2012; 
Hu et al., 
2015; Sood 
et al., 2015) 

 

Tableau II : Substituts cellulaires utilisés pour le traitement des brûlures. 

 

Ces deux tableaux présentent une offre assez large de substituts cutanés contenant ou non des 
cellules. Les chirurgiens favoriseront toujours la greffe de peau saine en provenance du 
patient lui-même sur les zones brulées. Cependant, pour des brûlures étendues, le recours aux 
substituts cutanés est indispensable pour assurer la survie des patients. 
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On remarque que l’offre en substituts dermiques acellulaires est vaste contrairement aux 
substituts cellulaires. Cela s’explique en partie par le fait que la colonisation de ces substituts 
acellulaires par les cellules du patient se fait généralement rapidement après la greffe. Il n’est 
donc pas nécessaire d’utiliser des substituts dermiques cellulaires pour obtenir une 
cicatrisation correcte. 

Néanmoins, les substituts cellulaires peuvent être utilisés. Les substituts dermiques contenant 
des fibroblastes allogéniques ou autologues peuvent être utilisés de manière définitive sans 
qu’il y ait de rejet. En effet, lors de l’utilisation de fibroblastes allogéniques, ceux-ci seront 
rapidement remplacés par les fibroblastes du patient receveur limitant ainsi le rejet. Cependant 
les substituts cutanés contenant des kératinocytes allogéniques sont quant à eux utilisés de 
façon temporaire. Ce type de substitut est alors principalement utilisé pour induire la 
cicatrisation par la sécrétion de facteurs de croissance épidermiques. Ils seront retirés après 
plusieurs semaines et pourront être remplacés si nécessaire par une culture de kératinocytes 
autologues. 

De plus amples informations sur les substituts cutanés utilisés pour le traitement des brûlures 
sont décrites dans la revue « Biotechnological management of skin burn injuries : challenges 
and perspectives in wound healing and sensory recovery » (Chapitre 2, partie II – 2). 
 

III - 4 Séquelles de la brûlure 

Malgré la mise en place rapide de ces traitements, de nombreuses séquelles persistent après 
une brûlure (Chekaroua and Foyatier, 2005). Les plus fréquentes d’entre elles sont les 
cicatrices hypertrophiques et les cicatrices rétractiles (Buja et al., 2015). 

Les cicatrices hypertrophiques surviennent dans les premiers mois suivant la brûlure. Elles 
sont dues à une prolifération non contrôlée des fibroblastes et des myofibroblastes conduisant 
à une hyperproduction de tissu fibreux. On observe alors une hyperproduction de pro-
collagène et de TGF-1 associée à une diminution de la production de « Matrix 
MetalloProteinase-1 » (MMP-1) (Chiang et al., 2016). Ces cicatrices hypertrophiques sont 
souvent provoquées par une ré-épithélialisation trop lente (> à 3 semaines) ce qui conduit à 
une inflammation prolongée. Pour prévenir le développement de ces cicatrices 
hypertrophiques et pour les traiter, il est possible d’utiliser des vêtements compressifs. Après 
plusieurs mois de port, ces vêtements permettent de réduire l’œdème et l’inflammation et 
induisent l’apoptose des fibroblastes/myofibroblastes provoquant ainsi la réduction de la 
production de collagène. 

Les cicatrices rétractiles apparaissent dès les premières semaines après la brûlure. Comme les 
cicatrices précédentes, les cicatrices rétractiles sont liées aux myofibroblastes fortement 
sollicités. Ces cicatrices vont causer des brides conduisant à une perte de fonction au niveau 
de l’articulation concernée. Les traitements actuels sont la mise en place d’une kinésithérapie 
pour accompagner la mobilisation du membre et diminuer les tensions locales, voire des actes 
chirurgicaux pour les cas les plus graves. 
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En plus des séquelles fonctionnelles et esthétiques, de nombreuses affections cutanées 
peuvent survenir après une brûlure. La présence d’eczéma ou de prurits sont fréquemment 
décrites par les patients. On note également des troubles de la sensitivité cutanée et des 
troubles de la thermorégulation induisant un handicap chez le patient. 

Ces troubles semblent dus à une repousse incorrecte des petites fibres nerveuses sensitives 
cutanées conduisant à des perceptions anormales. 

 

IV – L’innervation cutanée

 

IV – 1 L’innervation cutanée sensitive 

Chez l’homme, le système nerveux est composé du système nerveux central (SNC) et du 
système nerveux périphérique (SNP). Le SNC est constitué par l’encéphale et la moelle 
épinière. Le SNP quant à lui se situe à l’extérieur de la boite crânienne et du canal rachidien. 

Le SNP est notamment constitué par les 31 paires de nerfs rachidiens naissant de la moelle 
épinière et des 12 paires de nerfs crâniens naissant des noyaux du tronc cérébral. Les 
ganglions nerveux et de très nombreux neurones présents dans l’organisme, en particulier au 
niveau du tube digestif, appartiennent également au SNP. 

Au sein du SNP, on distingue des fibres afférentes et des fibres efférentes. Les fibres 
afférentes transmettent les informations captées par les récepteurs sensitifs de la périphérie 
vers le SNC. Les fibres efférentes partent du SNC pour acheminer des ordres aux organes ou 
aux muscles de la périphérie. 

Les fibres afférentes peuvent être divisées en deux parties : les fibres somatiques reliées aux 
récepteurs sensitifs de la peau, des articulations et des muscles et les fibres viscérales qui sont 
rattachées aux viscères. La grande majorité des fibres sensorielles afférentes cutanées sont 
positives pour l’ubiquitine hydrolase « Proteine Gene Product » 9.5 (PGP 9.5) (Genç et al., 
2015). 

Parmi les fibres efférentes, on sépare les fibres somatiques, qui sont des fibres motrices 
capables d’activer les muscles squelettiques, des fibres du système nerveux autonome qui 
vont activer les glandes, le muscle cardiaque et les muscles lisses. Ce système nerveux 
autonome est divisé en systèmes nerveux sympathique et parasympathique qui ont des 
fonctions antagonistes. 

Comme son nom l’indique, le système neveux autonome fonctionne de façon automatique 
sans intervention consciente. Il est entre autre impliqué dans la thermorégulation, dans la 
régulation cardiaque et vasomotrice ou encore dans la régulation respiratoire. 
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IV – 1.1 Structure du nerf périphérique 

Un nerf périphérique est constitué de nombreuses fibres nerveuses (ou axone). Ces fibres 
nerveuses sont regroupées en fascicules et plusieurs fascicules forment un nerf. Au niveau des 
nerfs, on distingue trois types de tissus conjonctifs : l’endonèvre qui entoure l’axone, le 
périnèvre qui délimite les fascicules et l’épinèvre qui est la gaine regroupant l’ensemble des 
fascicules (Rigoard et al., 2009). 

Une fibre nerveuse est constituée par l’axone d’un neurone, c’est-à-dire un prolongement 
cytoplasmique émis à partir du corps cellulaire du neurone, et par les cellules de Schwann. 
Ces corps cellulaires se situent dans ou à proximité de la moelle épinière. Les corps cellulaires 
des neurones moteurs se situent dans la corne antérieure de la moelle épinière alors que les 
corps cellulaires des neurones sensitifs se situent dans les ganglions dorso-rachidiens (GDRs). 

Les cellules de Schwann sont des cellules gliales présentes au niveau du SNP. Elles sont 
essentielles dans le processus de myélinisation et les processus de réparation des fibres 
nerveuses. 

IV – 1.1.1 L’axone 

Un neurone se compose du corps cellulaire et de différents prolongements. Parmi ces 
prolongements, on distingue le ou les dendrites qui permettent de faire circuler l’influx 
nerveux de la partie la plus distale vers le corps cellulaire. Chaque neurone possède également 
un axone qui peut être ramifié. La longueur de cet axone est très variable, de quelques 
millimètres à 1 mètre de long. Le diamètre peut également varier de 1 à 25 µm ce qui influe 
sur la vitesse de conduction de l’influx nerveux. En effet, plus le diamètre de la fibre est 
important plus la conduction de l’influx sera rapide. 

Il faut préciser que les neurones sensitifs présents dans les GDRs ne possèdent pas à 
proprement parlé de dendrite. Ces neurones sont dits unipolaires ou pseudo-unipolaires (ils 
possèdent un court prolongement qui se divisent rapidement en deux, un prolongement se 
dirigeant vers la périphérie et l’autre prolongement vers le système nerveux central ; ces deux 
prolongements constituent à eux deux, l'axone).  

Le cytosquelette de l’axone est composé de 3 principaux groupes de filaments. Les 
microfilaments d’actine (diamètre de 5 nm) sont impliqués dans la mise en place de la 
synapse et dans la mobilité du cône axonal. Les neurofilaments (NF) (diamètre de 10 nm) sont 
un assemblage de 3 protéines : NF-light, NF-medium et NF-heavy. Ces neurofilaments jouent 
un rôle prépondérant dans la détermination du diamètre de l’axone qui aura une importance 
lors du processus de myélinisation. Les microtubules (diamètre de 20 nm) sont quant à eux 
impliqués dans la croissance et le flux axonal. 

Le flux axonal se fait de façon antérograde (du corps cellulaire vers la périphérie) et 
rétrograde (de la périphérie vers le corps cellulaire) (Maday et al., 2014). 

Un transport axonal antérograde rapide permet le renouvellement des protéines membranaires 
de l’axone et la migration des nouvelles mitochondries vers la périphérie pour remplacer 
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celles qui dégénèrent. La vitesse de ce transport antérograde rapide est de l’ordre de 100 à 400 
mm / j. 

Un transport axonal antérograde lent permet quant à lui le renouvellement des protéines du 
cytosquelette et des macromolécules. Sa vitesse est de 0,1 à 2 mm / j. 

Le transport axonal rétrograde permet d’éliminer les déchets présents dans l’axone. Ces 
déchets sont ainsi acheminés vers le corps cellulaire du neurone pour y être dégradés ou 
recyclés. La vitesse de ce transport est rapide, de l’ordre de 300 mm / j. 

IV – 1.1.2 La cellule de Schwann et la gaine de myéline 

Ces cellules se trouvent en périphérie de l’axone et ont un rôle de soutien, de protection et de 
nutrition des neurones. Ces cellules sont également fortement impliquées dans la régulation de 
l’activité neuronale de par leur capacité à produire la gaine de myéline. En effet, la présence 
de cette gaine de myéline autour de l’axone permet d’accélérer la propagation de l’influx 
nerveux. 

Il existe deux types de cellules de Schwann : les cellules myélinisantes et les non-
myélinisantes. Les cellules de Schwann embryonnaires qui sont associées à des axones dont le 
diamètre est supérieur à 1 µm vont se différencier en cellules de Schwann myélinisantes. 
Celles qui sont associées à des axones de diamètre inférieur évolueront vers des cellules de 
Schwann non-myélinisantes (Armati and Mathey, 2013). 

 

 

Figure 9 : Processus de différenciation d’une cellule de Schwann (adapté de Salzer, 2008). 

Les fibres myélinisées sont constituées d’un seul axone associé à une succession de cellules 
de Schwann qui entourent l’axone et produisent la gaine de myéline (Figure 9). La gaine de 
myéline est interrompue régulièrement au niveau des nœuds de Ranvier. C’est au niveau de 
ces nœuds que la membrane de l’axone est excitable, la conduction nerveuse s’effectue donc 
de nœuds en nœuds, on parle de conduction saltatoire (Figure 10). La vitesse de conduction 
nerveuse est de l’ordre de 120 m/s.  
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Figure 10 : Structure d’une fibre nerveuse myélinisée et conduction saltatoire (adapté de Freeman et al., 
2016). 

Les fibres amyéliniques sont quant à elles constituées de plusieurs axones regroupés au sein 
d’une cellule de Schwann. Chaque axone est alors logé dans une invagination cytoplasmique 
de la cellule de Schwann (Figure 9). La conduction nerveuse dans une fibre non myélinisée 
est continue avec une vitesse maximale de 15 m/s. 

IV – 1.2 Structures nerveuses sensitives cutanées 

Au sein de la peau, on retrouve différentes structures nerveuses qui sont impliquées dans la 
détection et la transmission de stimuli extérieurs vers le SNC. 

En effet, la peau est riche en terminaisons nerveuses permettant de détecter le toucher, la 
pression, une vibration, une variation de température ou encore une douleur. Certaines de ces 
terminaisons nerveuses constituent de véritables récepteurs avec une organisation spécifique 
et sont situées aux extrémités des fibres nerveuses cutanées. On distingue trois types de fibres
en fonction de leur diamètre :  

  les fibres Aβ : ce sont des fibres myélinisées ayant un diamètre axonal de l’ordre de 
10 µm. Elles représentent 20 % de la population des fibres sensitives cutanées. Ces 
fibres sont impliquées dans la transmission d’information concernant le toucher, la 
pression et les vibrations. Les récepteurs permettant de détecter ces stimuli sont 
notamment les corpuscules de Ruffini, de Pacini et de Meissner ainsi que les disques 
de Merkel (Figure 11). 
 
 
 

 
 
 

Saltatory 
conduction 
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Figure 11 : Mécanorécepteurs cutanés. A. Représentation schématique de la peau et des différents 
mécanorécepteurs (RA : adaptation rapide, SA : adaptation lente). B Localisation des mécanorécepteurs dans le 

derme et précision de détection du stimulus (adapté de Ding and Bhushan, 2016). 

 

 

 

B 
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  Les fibres Aδ : ce sont des fibres faiblement myélinisées dont le diamètre axonal et de 
l’ordre de 1 à 5 µm. Elles représentent 10 % des fibres sensitives cutanées. Les 
terminaisons nerveuses de ces fibres sont libres et se situent majoritairement dans le 
derme. Ces fibres sont impliquées dans la transmission de stimuli concernant une 
variation de température ou une douleur. La perception douloureuse est aiguë, très 
localisée, et on parle alors de douleur épicritique. 
 

 Les fibres C : ce sont des fibres non myélinisées qui ont un diamètre axonal inférieur à 
1 µm. Ce sont les fibres sensitives les plus nombreuses au niveau de la peau, environ 
70 %. Ces fibres sont libres et leurs extrémités, situées principalement dans 
l’épiderme, ne présentent pas de récepteurs particulier. Les fibres C constituent avec 
les fibres Aδ les petites fibres sensitives cutanées. Comme les fibres Aδ, les fibres C 
sont également impliquées dans la transmission d’informations concernant des 
variations de température et la douleur. Cependant, la perception de la douleur par les 
fibres C est plus diffuse, type brûlure. 

Différents récepteurs membranaires liés aux fibres Aδ et C ont été décrits comme permettant 
la détection du stimulus douloureux. Parmi ces familles de récepteurs, on peut citer la famille 
des récepteurs « Transiant Receptor Potential » (TRP), les récepteurs « Acid-Sensing Ion 
Channel » (ASIC), ou encore les récepteurs à l’ATP. La superfamille des récepteurs TRP 
regroupe des canaux perméables aux cations. Au sein de ce groupe, on distingue des canaux 
permettant la détection de stimuli thermiques douloureux : les récepteurs « Transiant Receptor 
Potential Vanilloid » (TRPV). Le récepteur le plus connu de cette famille est le récepteur 
TRPV1. Il est activé soit en cas de température supérieure à 43 °C, soit par un milieu 
extracellulaire acide ou par la fixation de vanilloïdes tels que la capsaïcine ou la 
résinifératoxine (RTX) (Figure 12) (Danigo et al., 2013). 
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Figure 12 : Activateurs de TRPV1 et implication du récepteur dans la transmission du stimulus 
douloureux (adapté de Anand and Bley, 2011). 

A la suite d’une lésion, de nombreuses substances sont libérées par les cellules lésées (ions 
H+, K+ et de l’ATP) et vont venir activer ces différents récepteurs. L’activation de ces 
récepteurs induit l’ouverture de canaux ioniques responsable du potentiel de terminaison 
nerveuse qui sera relayé via des canaux Na+, situés le long de l’axone. Le potentiel d’action 
ainsi créé se propagera ensuite jusqu’aux corps cellulaires des neurones présents dans les 
ganglions rachidiens puis la moelle épinière. Du fait de la présence du canal ionique au sein 
de ces récepteurs, ces récepteurs sont dits ionotropes.  

En parallèle de ce phénomène, la lésion induit l’activation des cellules de l’inflammation, ce 
qui a pour conséquence la libération de nombreuses substances (prostaglandines, 
interleukines, sérotonine, bradykinine, histamine…). Ces molécules vont alors se fixer sur des 
récepteurs présents à l’extrémité des terminaisons nerveuses libres. Cette fixation conduit in 
fine à la phosphorylation des récepteurs ionotropes abaissant ainsi leur seuil de réactivité. Les 
récepteurs seront alors plus sensibles, c’est-à-dire qu’ils vont déclencher un influx nociceptif 
pour des stimulations plus faibles, et on parle alors d’hyperalgie. 

IV – 1.3 Classification des petites fibres nerveuses cutanées 

Les fibres Aδ et C sont les plus nombreuses au niveau de la peau. En plus de leur 
classification en fonction de leur diamètre et de leur état de myélinisation, il est possible de 
les classer en fonction de leur rôle physiologique ou de leur composition biochimique. 

IV – 1.3.1 Classification physiologique 

Les fibres Aδ et C sont impliquées dans la détection et la transmission de la sensibilité 
thermique et douloureuse. Au niveau de ces fibres, on distingue des nocicepteurs purement 
thermiques, purement mécaniques ou polymodaux (détectant les deux types de stimuli). Ces 
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nocicepteurs possèdent néanmoins des caractéristiques communes : leur seuil de 
déclanchement est élevé et l’intensité de leur activité est proportionnelle à celle de la 
stimulation.  

La majorité des nocicepteurs sont polymodaux et sont donc capables de répondre à toutes 
formes de stimulations. Les nocicepteurs mécaniques répondent aux stimulations telles que la 
torsion, le pincement ou une piqure de la peau. Ils sont majoritairement représentés par les 
fibres Aδ. Les nocicepteurs thermiques répondent à des stimuli thermiques bas (< 10 °C) ou 
élevé (> 45 °C) et sont essentiellement des fibres C. 

Il a également été décrit des nocicepteurs polymodaux « silencieux ». Ils ne sont activés qu’en 
cas de situations pathologiques, notamment lors de processus inflammatoires chroniques. 

IV – 1.3.2 Classification neuro-biochimique 

En plus de la classification physiologique, il est possible d’établir une classification 
biochimique des nocicepteurs. En effet, les fibres C peuvent être divisées en deux sous types : 
les fibres peptidergiques et les fibres non peptidergiques. Au niveau anatomique, les fibres 
peptidergiques se projettent vers les couches I et IIext de la corne dorsale de la moelle épinière 
alors que les non peptidergiques se projettent vers la couche IIint.  

Les fibres C peptidergiques expriment la substance P (SP) et le « Calcitonin Gene-Related 
Peptide » (CGRP) qui seront décrits dans les paragraphes suivants et sont sensibles au 
« Nerve Growth Factor » (NGF). Les fibres non peptidergiques lient l’isolectine B4 (IB4). 
Ces fibres sont sensibles au « Glial cell-Derived Neurotrofic Factor » (GDNF) grâce à 
l’expression du récepteur RET associé au co-récepteur GDNFRα. Ces fibres non 
peptidergiques expriment également le récepteur à l’ATP P2X3.

IV – 1.4 Les neuropeptides SP et CGRP 

A la suite d’une stimulation des fibres nerveuses peptidergiques cutanées, une des réponses 
est la libération en périphérie de petites molécules appelées neuropeptides. Les neuropeptides 
les plus connus sont la SP et le CGRP ainsi que le « Vasoactive Intestinal Peptide » (VIP) et 
la somatostatine (STT). Ces peptides sont produits dans le corps cellulaire du neurone dans le 
ganglion dorso-rachidien puis sont transportés le long de l’axone jusqu’à l’extrémité des 
terminaisons nerveuses libres (Figure 13).  
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Figure 13 : Effets périphériques de la SP et de CGRP à la suite d’une lésion cutanée (Barman et al., 2012). 

A la suite de la détection d’un stimulus par les terminaisons nerveuses, les neurones se 
dépolarisent, les canaux calciques de la cellule (notamment de type TRPV1) s’ouvrent 
permettant une entrée de calcium dans la cellule conduisant à l’exocytose des neuropeptides. 
Une fois libérés, ces neuropeptides se fixent sur leur récepteur ou seront dégradés rapidement 
par différentes enzymes. Nous ne décrirons ici que les deux principaux neuropeptides 
cutanés : la SP et le CGRP. 

IV – 1.4.1 La substance P 

La substance P est un des membres de la famille des tachykinines. En plus de la SP, cette 
famille comprend les neurokinines A et B et les neuropeptides K et Y. Les tachykinines 
agissent sur les récepteurs couplés aux protéines G NK1, NK2 et NK3 ayant respectivement 
une plus forte affinité pour la SP, la neurokinine A et la neurokinine B. 

La substance P est un peptide de 11 acides aminés. Elle est majoritairement exprimée par les 
fibres nerveuses nociceptives mais on la retrouve dans d’autres cellules de la peau : les 
fibroblastes, les kératinocytes, les cellules endothéliales ainsi que dans de nombreux types 
cellulaires impliqués dans l’inflammation. Le récepteur NK1 est quant à lui exprimé par les 
fibroblastes, les kératinocytes, les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses 
vasculaires (Steinhoff et al., 2003). Une fois libérée, la SP induit une vasodilatation, une 
extravasation plasmatique et une hyperalgie. Elle est également capable d’induire la libération 
d’histamine par les mastocytes qui à son tour provoque la libération de SP. Un cercle vicieux 
se met donc en place provoquant une hyperalgie secondaire extensive. La SP est capable 
d’activer le système immunitaire en induisant la production d’anticorps par les lymphocytes 
B, la prolifération des lymphocytes T et la libération d’interleukines par les macrophages 
(Leal et al., 2015). 
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IV – 1.4.2 Le CGRP 

Le CGRP est un peptide de 37 acides aminés exprimé par les fibres nerveuses peptidergiques 
cutanées où il colocalise avec la SP. Le récepteur du CGRP est un hétérorécepteur couplé aux 
protéines G. Il est composé d’une sous-unité liant le CGRP appelée « Calcitonin-Receptor 
Like Receptor » (CRLR) et d’une sous unité « Receptor Activity-Modifying Properties 1 » 
(RAMP1). Le CGRP est capable de stimuler la prolifération des fibroblastes et des 
kératinocytes et participe, comme la SP, à l’inflammation neurogène. Le CGRP est le plus 
puissant vasodilatateur connu (Peters et al., 2006). 

 
Il est aujourd’hui bien décrit que l’ensemble de ces fibres, en plus de transmettre 
l’information sensitive au SNC, jouent un rôle important dans les processus de cicatrisation 
cutanée notamment via les neuropeptides qu’elles secrètent. Ce point est décrit dans la revue 
suivante : « Skin innervation : important roles during normal and pathological cutaneous 
repair ». 
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Comme cela est décrit dans cette revue, l’innervation cutanée est importante lors d’une lésion 
et participe activement au processus de cicatrisation. Il est donc important d’avoir une 
innervation cutanée fonctionnelle pour informer le SNC en cas de stimulation tactile ou de 
pression, en cas de variation de température au niveau de la peau ou de douleur mais 
également pour pouvoir répondre de façon adéquate et optimale à une lésion. 
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Objectifs de la thèse 
 

 

A la suite d’une brûlure sévère du deuxième ou du troisième degré, la peau et ses annexes, y 
compris les fibres nerveuses sensitives, sont détruites. La cicatrisation de ce type de brûlure 
n’est pas spontanée et nécessite le plus souvent la mise en place d’une autogreffe ou d’une 
allogreffe et l’utilisation de produits issus de l’ingénierie tissulaire. Ces protocoles permettent 
de couvrir la lésion et de favoriser la cicatrisation. Les fibres nerveuses sensitives cutanées 
doivent également retrouver leur place dans la peau et permettre ainsi aux patients brulés de 
retrouver une sensibilité cutanée correcte. Malheureusement cela est rarement le cas et les 
patients vont garder à vie des séquelles suite à cette innervation défectueuse. 

Il est donc important de comprendre pourquoi l’innervation cutanée n’est pas correctement 
rétablie dans le tissu cicatriciel après brûlure. Cela permettra d’envisager de nouvelles 
thérapies favorisant une repousse des fibres nerveuses cutanées satisfaisante, limitant ainsi les 
séquelles de la brûlure. 

Ce projet de thèse s’intègre dans une étude plus globale financée par la Direction Générale de 
l’Armement : projet NERVAL (RéiNERVAtion après brûLures) (DGA, No 2013 94 0903). 
Cette étude impliquant 3 autres équipes de recherche françaises a pour but : 

- d’étudier la cicatrisation et la réinnervation du site lésé après une brûlure 
thermique du deuxième ou du troisième degrés (modèle in vivo chez l’animal et 
recueil de biopsie chez des patients brûlés). 

- d’explorer les interactions cellulaires qui peuvent s’établir entre les 3 populations 
cellulaires de la peau à savoir les kératinocytes, les fibroblastes et les cellules 
nerveuses. 

- de proposer un modèle de peau reconstruite innervée pouvant être greffée. 

Mon projet de thèse s’intéresse plus spécifiquement aux deux premiers points ci-dessus. Pour 
cela, un modèle de brûlure thermique a été développé chez le rat pour suivre la cicatrisation et 
la réinnervation. De plus, des études in vitro ont été menées pour mettre en évidence les 
interactions cellulaires qui pouvaient s’établir entre les fibroblastes et les cellules neuronales. 
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I – Brûlures et innervation 

Pour étudier le rôle de l’innervation lors du processus de cicatrisation après brûlure, nous 
avons mis au point un modèle de brûlure chez des rats présentant ou non une neuropathie.  

 

I – 1 Modèle de neuropathie et RTX 

La RTX est une substance extraite de l’Euphorbia Resinifera. C’est un analogue naturel de la 
capsaïcine qui elle est extraite du piment. Ces deux substances sont des agonistes du récepteur 
TRPV1 mais la RTX possède une plus forte affinité que la capsaïcine pour ce récepteur 
(Szallasi and Blumberg, 1989).  

Après la fixation de ces agonistes sur le récepteur TRPV1 présent sur les petites fibres 
sensitives peptidergiques, on observe un relargage massif de neuropeptides (notamment la SP 
et le CGRP) en périphérie. La neuropathie s’installe donc par une désensibilisation des petites 
fibres nerveuses (Hsieh et al., 2012a). En effet, les stocks de SP et de CGRP sont en grande 
partie déversé en périphérie et ces molécules ne seront donc plus présentent dans la fibre 
nerveuse en cas de stimulation ultérieure. La désensibilisation est transitoire, elle persiste le 
temps de la néo-synthèse de neuropeptides au niveau du corps cellulaire et de leur migration à 
l’extrémité de l’axone. A dose élevée cependant, il est possible d’obtenir une destruction des 
petites fibres nerveuses sensitives, et la neuropathie est alors définitive (Jancsó et al., 1985). 

Différentes études utilisant la RTX pour créer un modèle de neuropathie ont été réalisées. 
Hsieh Y. et al (Hsieh et al., 2012b) ont par exemple utilisé cette substance sur des souris à une 
dose de 50 µg/kg pour induire une neuropathie et ensuite pouvoir tester un antagoniste de 
P2X3 (récepteur à l’ATP présents sur les fibres sensitives et impliqué dans la transmission de 
stimuli douloureux). L’utilisation de cet antagoniste a permis d’inhiber de manière dose-
dépendante l’induction de la neuropathie par la RTX. En plus de ces capacités à induire une 
neuropathie dans le but de tester différentes molécules à potentiel thérapeutique, la RTX peut 
également être utilisée chez des animaux pour des études sur le traitement des douleurs 
neuropathiques notamment celles provoquées lors d’un cancer des os au stade avancé 
(Menéndez et al., 2006; Brown et al., 2015). 

 

I – 2 Méthodologie générale 

L’induction de la neuropathie chez les animaux a été réalisée par injection intrapéritonéale de 
RTX à 185 µg/kg 1 semaine avant la brûlure. Les animaux du groupe contrôle ont été injectés 
avec une solution à 10 % de dimethylsulfoxide (véhicule dans lequel est dissout la RTX). La 
mise en place de cette neuropathie et son maintien dans le temps ont été suivis notamment en 
réalisant différents tests sensitifs nociceptifs : le Randall-Selitto et le test de la plaque 
chauffante (matériels Bioseb, Vitrolles, France). Ces tests ont été réalisés avant l’injection 
puis toutes les semaines jusqu’à l’euthanasie des animaux. 
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Le test du Randall-Selitto permet l’étude de la nociception mécanique par l’application d’une 
pression d’augmentation linéaire sur le dessus de la patte de l’animal jusqu’au retrait de celle-
ci pour cause de douleur (Figure 14).  

 

 

Figure 14 : Dispositif expérimental du Randall-Selitto (Bioseb) pour l’étude de la nociception mécanique. 

La plaque chauffante permet quant à elle l’étude de la nociception thermique. L’animal est 
alors placé sur une plaque chauffée à 52 °C et le temps de latence avant l’apparition des 
premiers signes de douleur est mesuré (Figure 15). 

 

Figure 15 : Dispositif expérimental du test de la plaque chauffante (Bioseb) pour l’étude de la nociception 
thermique. 

Ces tests nociceptifs nous permettent d’avoir une réponse sur la fonctionnalité des fibres 
nerveuses impliquées dans la détection et la transmission du stimulus douloureux. 

Par ailleurs, pour comprendre le mécanisme d’induction de la neuropathie par la RTX, 
différentes études ont été réalisées. La structure des nerfs sciatiques a été analysée 6 jours 
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après l’injection de RTX par microscopie électronique à transmission. De plus, une étude 
immunohistochimique a été effectuée pour étudier l’impact de l’injection de la RTX sur 
l’expression des neuropeptides. Notamment ; les immunomarquages pour le CGRP et la PGP 
9.5 ont été effectués sur les GDRs et la peau des pattes chaque semaine après l’injection lors 
de l’euthanasie des animaux. 

Pour l’analyse des GDRs, les cellules positives pour chaque anticorps ont été comptées. La 
densité des neurones positifs pour PGP 9.5 est exprimée en nombre de neurone / mm2. La 
densité des neurones peptidergiques est exprimée par le ratio nombre de neurones CGRP+/ 
nombre de neurones PGP 9.5+. 

Pour l’analyse des fibres nerveuses intraépidermiques (FNIEs) dans la peau des pattes, leur 
nombre a été évalué par le comptage des fibres PGP 9.5+ traversant la jonction dermo-
épidermique (selon la méthode de Lauria et al., 2005). 

Une semaine après l’injection de RTX ou du véhicule, deux brûlures ont été réalisées sur le 
dos des animaux de part et d’autre de la moelle épinière.  

Une pièce de métal (7 mm x 12 mm) chauffée à 70°C ou 90°C a été appliquée sur le dos de 
l’animal pendant 45 secondes avec une force de 0,6 N (Figure 16). A la suite de la brûlure, un 
pansement était appliqué sur la plaie et changé tous les 2 jours. Une semaine après la brûlure, 
la plaie était détergée et un nouveau pansement laissant respirer la plaie était appliqué. Ce 
pansement était également changé tous les 2 jours jusqu’à l’euthanasie des animaux. 
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A.       B.   

Figure 16 : Dispositif permettant de réaliser la brûlure. A. Dispositif général avec contrôle de la température 
et de la force appliquée sur la peau. B. Photo de la pièce de métal appliquée sur le dos des animaux. 

Pour comprendre pourquoi l’innervation n’est pas correctement rétablie dans le tissu 
cicatriciel après une brûlure, nous avons suivi la cicatrisation et l’état de l’innervation lors des 
différentes étapes du processus de cicatrisation. Pour cela des animaux des 2 groupes étaient 
euthanasiés chaque semaine après réalisation de la brûlure.  

L’analyse histologique de la cicatrisation a été effectuée par une coloration au trichrome de 
Masson et une coloration avec une solution d’hématéine-éosine-safran. Une étude 
immunohistochimique pour analyser l’expression de l’actine α-ML a également été réalisée. 

La réinnervation de la plaie a quant à elle était analysée par western blot et par 
immunofluorescence. L’étude par western blot a recherché l’expression de deux marqueurs 
neuronaux dans la plaie : la PGP 9.5 et la périphérine (marqueur spécifique des petites fibres 
sensitives). L’étude par immunofluorescence a également permis de mettre en évidence 
l’expression de la « Growth Associated Protein 43 » (GAP-43) (marqueur de la plasticité 
neuronale) dans la plaie au cours du processus de cicatrisation. 

 

 



                 Chapitre 2 : Etude expérimentale 

 
Betty Laverdet | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2016                                          85 

 

I – 3 Principaux résultats 

Les résultats concernant la validation du modèle de neuropathie induite par la RTX et 
l’analyse de la cicatrisation et de la réinnervation de la plaie après une brûlure à 90°C sont 
présentés dans le manuscrit ci-après accepté dans le journal Burn. 

La première partie de ce manuscrit confirme la mise en place d’une neuropathie chez les 
animaux ayant reçu la RTX à une dose de 185 µg/kg. En effet, on observe une hypoalgésie 
thermique et mécanique chez les animaux traités comparés aux animaux contrôles. Cette 
hypoalgésie est réversible puisqu’un retour à une sensibilité normale est obtenu 14 jours après 
l’injection de RTX pour la nociception mécanique et 28 jours après l’injection de RTX pour la 
nociception thermique (Figure 2).  

De plus, cette neuropathie n’est pas provoquée par une atteinte de la structure des fibres 
nerveuses puisque les images en microscopie électronique à transmission des fibres nerveuses 
du nerf sciatique montrent des morphologies similaires entre les animaux ayant reçu la RTX 
et les animaux contrôles (Figure 3). 

Pour compléter l’étude du mécanisme de l’induction de la neuropathie, une analyse de 
l’expression du CGRP en périphérie (FNIEs dans la peau de la patte) et au niveau des corps 
cellulaires (GDRs) a été réalisée. On a pu observer en immunofluorescence une diminution de 
l’expression du CGRP au niveau des GDRs et au niveau de la peau des pattes chez les 
animaux ayant reçu la RTX. Cette réduction d’expression du CGRP est obtenue rapidement 
après l’injection (différence significative dès 6 jours après l’injection). Un retour aux taux 
normaux est retrouvé 35 jours après injection de RTX pour l’expression ganglionnaire et 42 
jours après l’injection pour l’expression en périphérie. Cette différence de 7 jours entre le 
retour à la normale dans les GDRs et en périphérie peut s’expliquer par le fait que les 
neuropeptides qui sont synthétisés dans les corps cellulaires des neurones présents dans les 
GDRs doivent ensuite migrer le long de l’axone pour atteindre son extrémité (Figure 4).  

La neuropathie induite par la RTX se met donc en place rapidement après l’injection et elle 
est réversible dans le temps.  

La seconde partie de ce manuscrit s’intéresse à l’étude de la cicatrisation et de la réinnervation 
chez les 2 groupes d’animaux après une brûlure à 90°C. 

Cette brûlure thermique induite par l’application d’une pièce de métal chauffée à 90°C et 
appliqué sur le dos de l’animal pendant 45 secondes avec une force de 0,6 N induit une 
brûlure du troisième degré (destruction de l’épiderme et du derme jusqu’à la couche 
musculaire appelée panniculus carnosus) (Figure 5A). 

Lorsque l’on mesure macroscopiquement le taux de fermeture de la plaie au cours du temps, 
aucune différence significative n’est observée entre les animaux ayant reçu la RTX et les 
animaux contrôles (Figure 5B). Cependant, après une coloration au trichrome de Masson de 
coupes de plaies à 14 jours après la brûlure, on se rend compte que microscopiquement, le 
processus de cicatrisation est retardé chez les animaux ayant reçu la RTX (Figure 6). En effet, 
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chez ces animaux, on observe une plus forte cellularité du tissu de granulation comparée aux 
animaux contrôles ainsi qu’une plus grande expression d’actine α-ML dans le tissu de 
granulation ce qui traduit un retard dans la succession des phases qui caractérisent la 
cicatrisation. De plus, le remodelage du collagène est plus avancé chez les animaux contrôles. 
Enfin, le processus de réépithélialisation est également retardé chez les animaux ayant reçu la 
RTX par rapport aux animaux contrôles. 

Pour l’étude de la réinnervation de la plaie par western blot, on observe une importante 
augmentation de l’expression de la PGP 9.5 (marqueur de l’ensemble des fibres nerveuses) et 
de la périphérine (marqueur des petites fibres sensitives) 14 jours après brûlure chez les 
animaux contrôles puis un retour aux taux avant brûlure dans les semaines suivantes. Cette 
augmentation d’expression de la PGP 9.5 14 jours après la brûlure est également observée 
chez les animaux ayant reçu la RTX. Cependant, l’augmentation de la périphérine est plus 
faible dans la plaie des animaux ayant reçu la RTX comparés aux animaux contrôles (Figure 
7). 

Enfin, l’étude de la plasticité et de la repousse axonale a été réalisée grâce à un marquage en 
immunofluorescence pour GAP-43 sur les coupes de plaies après brûlure à 90°C. Chez les 
deux groupes d’animaux, on observe une faible expression de ce marqueur 14 jours après la 
brûlure mais une forte augmentation de son expression 28 jours après la brûlure (Figure 8). 

Ce travail in vivo nous aura donc permis, après avoir validé notre modèle de neuropathie 
induite par la RTX, d’étudier la cicatrisation des rats après une brûlure du troisième degré. 
Même si la cinétique de fermeture des plaies est identique entre les deux groupes, l’avancée 
de la cicatrisation est moins rapide chez les animaux présentant cette neuropathie. Cela 
conforte l’idée que l’innervation et les neuropeptides (absents à la suite de l’induction de la 
neuropathie) sont essentiels pour obtenir un processus de cicatrisation correct. Bien que la 
plasticité nerveuse dans la cicatrice soit semblable entre les animaux présentant ou non une 
neuropathie, la quantité de petites fibres sensitives (périphérine positives) dans la plaie 14 
jours après la brûlure est réduite chez les animaux présentant la neuropathie en comparaison 
avec les animaux contrôles. 
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I – 4 Résultats complémentaires : analyse de la brûlure à 70°C 

Les mêmes analyses de cicatrisation et de réinnervation ont été réalisées sur les plaies des 
brûlures à 70°C. 

I – 4.1 Détermination du degré de la brûlure à 70°C. 

L’analyse des plaies réalisées par l’application d’une pièce de métal chauffée à 70°C pendant 
45 secondes avec une force de 0,6 N sur le dos des animaux nous a permis de déterminer le 
degré de brûlure obtenu avec ces paramètres. Comme on peut le voir sur la figure 17, on 
observe une destruction de l’épiderme et d’une partie du derme sans atteinte du panniculus 
carnosus. Nous sommes donc en présence d’une brûlure du second degré profond. 

 

  

Figure 17 : Coloration HES d’une coupe de plaie à 70°C 7 jours après réalisation de la brûlure.
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I – 4.2 Analyses de la fermeture de la plaie à 70°C 

La cinétique de fermeture de la plaie à 70°C a été suivie chez les animaux présentant ou non 
une neuropathie. Macroscopiquement, la vitesse de cicatrisation est semblable dans les deux 
groupes d’animaux (Figure 18). 

 

 

Figure 18 : Cinétique de fermeture des plaies à 70°C chez les animaux présentant ou non une neuropathie. 

Pour approfondir l’analyse de la cicatrisation, une étude microscopique des plaies à 70°C a 
été réalisée à 14 jours après la brûlure (Figure 19). Les figures 19 A et B représentent une 
coloration au trichrome de Masson des coupes de plaies. On observe ici un retard de 
cicatrisation chez les animaux présentant une neuropathie (Figure 19B). En effet, comme pour 
la brûlure du troisième degré, on remarque, chez ces animaux, un tissu de granulation plus 
important et contenant davantage de cellules. De plus, on note également un retard dans le 
processus de réépithélialisation chez les animaux ayant reçu la RTX. 
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Figure 19 : Histologie des plaies à 70°C 14 jours après la brûlure. Analyse microscopique de la structure de 
la plaie après coloration au trichrome de Masson (A, B) et immunohistochimie dirigée contre l’actine α-ML (C, 
D) chez les animaux contrôles (A, C) et chez les animaux ayant reçu la RTX (B, D). TG : tissu de granulation. 

Pour compléter cette étude, un immunomarquage dirigé contre l’actine α-ML a été réalisé 
(Figure 19 C et D). On note une plus forte expression de l’actine α-ML dans le tissu de 
granulation des animaux ayant reçu la RTX (Figure 19 D) par rapport aux animaux contrôles. 
Ceci confirme un retard dans le remodelage du tissu de granulation chez les animaux 
présentant une neuropathie. 

Ces premières analyses montrent donc que malgré le fait que la cinétique de fermeture de la 
plaie soit semblable dans les 2 groupes, l’aspect microscopique des plaies permet de 
distinguer un retard dans l’évolution des différentes phases impliquées dans la cicatrisation 
chez les animaux présentant une neuropathie. 
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I – 4.3 Etude de la réinnervation lors de la cicatrisation après une brûlure du 
deuxième degré 

Pour compléter cette étude sur la cicatrisation, une évaluation de la réinnervation au sein de la 
plaie a été effectuée par western blot (Figure 20). Comme on peut le voir sur cette figure, la 
quantité totale d’innervation (évaluée grâce à l’expression de la PGP 9.5) au sein de la peau 
avant brûlure (J-1) ou au cours du processus de cicatrisation est identique dans les deux 
groupes au cours du temps (Figure 20 A). Lorsque l’on s’intéresse spécifiquement aux petites 
fibres sensitives (périphérine +), on observe une forte augmentation de l’expression de ce 
marqueur dans la plaie des animaux contrôles 14 jours après la brûlure. Cette augmentation 
est transitoire puisque 28 jours après la brûlure, l’expression de la périphérine est identique au 
taux avant brûlure chez les animaux contrôles. Cette augmentation d’expression de la 
périphérine dans la plaie n’est pas observée chez les animaux présentant une neuropathie 
(traités avec la RTX) (Figure 20 B). 

  

Figure 20 : Analyse de l’innervation au cours du processus de cicatrisation après une brûlure du 2ème 
degré, par western blot. Expression relative de l’expression de la PGP 9.5 (A) et de la périphérine (B) dans les 

plaies des animaux contrôles et traités avec la RTX au cours du temps. 

En plus de cette étude par Western Blot, une analyse par immunofluorescence dirigée contre 
GAP-43 a été réalisée (Figure 21). 
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Figure 21 : Immunofluorescence dirigée contre GAP-43 (vert) dans la plaie de la brûlure à 70°C chez les 
animaux contrôles (A, C) et les animaux traités à la RTX (B, D). L’analyse a été effectuée à 14 jours (A, B) 

et à 28 jours (C, D) après la brûlure. 

L’expression de GAP-43, dans le tissu cicatriciel après une brûlure du 2ème degré, est présente 
dès 14 jours après la brûlure chez les animaux présentant ou non une neuropathie. Cette 
expression est augmentée à 28 jours après la brûlure sans que l’on ne puisse observer de 
réelles différences entre les animaux contrôles et les animaux ayant reçus la RTX. 
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I – 5 Discussion 

L’objectif de ce travail était de s’intéresser à la cicatrisation cutanée après une brûlure 
thermique et de déterminer le rôle de l’innervation dans ce processus de réparation. En effet, 
de nombreuses brûlures graves ont lieu chaque année chez les civils et les militaires. Même si 
la médecine a fait beaucoup de progrès dans le traitement de ces brûlures et permet 
aujourd’hui de sauver de nombreux patients, la qualité de la réinnervation de la plaie n’est pas 
satisfaisante conduisant le plus souvent à des handicaps importants. Il est donc important de 
comprendre pourquoi la réinnervation est défectueuse après une brûlure thermique profonde 
afin de faire progresser les traitements actuels pour ainsi améliorer la qualité de vie des 
patients brulés. 

Pour déterminer le rôle de l’innervation dans la cicatrisation, nous avons développé un 
modèle de neuropathie chez le rat. Ces animaux étaient par la suite brulés et nous avons suivi 
la qualité de la cicatrisation et de la réinnervation après la brûlure. 

La neuropathie a été induite par l’injection de RTX en intrapéritonéale à une dose unique de 
185 µg/kg. Les résultats obtenus avec ce modèle montrent que la neuropathie se développe 
rapidement après l’injection et que celle-ci est transitoire. La RTX en se fixant sur son 
récepteur TRPV1, induit une entrée massive de calcium dans la cellule responsable de la 
libération de neuromédiateurs par les terminaisons nerveuses. C’est ce que l’on a pu observer 
dans notre modèle puisque l’expression de CGRP dans les fibres intraépidermiques et dans les 
GDRs est fortement diminuée après l’injection de RTX. De plus, dans notre modèle, aucune 
dégénérescence des fibres nerveuses n’a été observée. 

Après avoir établi notre modèle de neuropathie, les animaux ont été brulés thermiquement par 
l’application d’une pièce de métal sur le dos de l’animal. Les paramètres de température, de 
surface, de temps et de pression ont été bien déterminés et respectées à chaque brûlure pour 
obtenir des brûlures similaires entre chaque animal. D’autres modèles de brûlures thermiques 
existent, notamment les brûlures réalisées à l’eau chaude (Silva et al., 2013; Fantinati et al., 
2016). L’application d’une pièce de métal pour réaliser la brûlure permet de contrôler 
strictement la surface de brûlure ce qui n’est pas toujours le cas lors des brûlures à l’eau 
chaude. Il existe également d’autres types de brûlures, notamment les brûlures chimiques (par 
exemple à l’ypérite) que subissent souvent les militaires. Pour reproduire ces brûlures chez les 
animaux et permettre ainsi de les étudier, des locaux spécifiques sont nécessaire pour éviter 
toute atteinte de l’expérimentateur. 

Les paramètres que nous avons choisis pour la réalisation des deux brûlures nous ont permis 
de réaliser des brûlures du deuxième degré (70°C) ou du troisième degré (90°C). La 
cicatrisation et la réinnervation de la plaie ont ensuite été suivies au cours du temps. Le but 
était de comprendre le rôle de l’innervation dans la cicatrisation. En effet, il est maintenant 
admis que le défaut d’une innervation fonctionnelle perturbe le processus de cicatrisation. 
C’est par exemple le cas chez les diabétiques qui présentent après plusieurs années de maladie 
une neuropathie périphérique. La présence de cette neuropathie est en partie responsable du 
défaut de cicatrisation observé lors d’un ulcère du pied ou de toute autre plaie diabétique 
(Gibran et al., 2002) et conduit très souvent à une amputation. 
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Dans le cas de notre modèle de brûlure, les animaux présentant une neuropathie ont un 
processus de cicatrisation qui est retardé par rapport aux animaux contrôles (pour les deux 
types de brûlures). En effet, 14 jours après la brûlure, le tissu de granulation des animaux 
contrôles est en partie remodelé alors qu’il est encore présent chez les animaux ayant reçu la 
RTX. 

Cela est également visible lorsque l’on étudie l’expression d’actine α-ML dans ce tissu. Lors 
d’une cicatrisation normale, les fibroblastes s’activent en myofibroblastes (et expriment donc 
l’actine α-ML) lors de la phase proliférative. Ces cellules sont capables de secréter une grande 
quantité de matrice extracellulaire permettant de remplacer celle détruite lors de la lésion. Les 
myofibroblastes sont également capables de se contracter, ils permettent ainsi de rapprocher 
les berges de la plaie. Dans la phase de remodelage, ces myofibroblastes ne sont plus 
nécessaires et vont mourir par apoptose (Desmoulière et al., 1995). L’expression de l’actine α-
ML diminue donc fortement. Dans notre étude, les animaux présentant la neuropathie 
possèdent une expression d’actine α-ML plus importante que les animaux contrôles 14 jours 
après la brûlure. Cela signifie donc que la cicatrisation est à une étape plus précoce que les 
animaux contrôles. Cela confirme l’importance d’une innervation fonctionnelle pour obtenir 
un timing correct dans la succession des différentes phases qui se succèdent lors du processus 
de cicatrisation. 

Pour terminer cette étude in vivo, nous avons analysé la réinnervation au sein de la cicatrice. 
Chez les animaux contrôles, on note une augmentation de l’expression de la périphérine 14 
jours après la brûlure puis ce taux diminue progressivement pour revenir à la normale. Cette 
augmentation d’expression de la périphérine n’est cependant pas retrouvée dans les plaies des 
animaux ayant reçu la RTX. Peu d’études se sont intéressées à cet aspect de la cicatrisation 
après brûlure. Kishimoto a montré la présence d’un pic d’expression des fibres substance P 
positives 14 jours après la brûlure chez le cochon d’Inde puis une diminution de cette 
expression pour atteindre un niveau inférieur aux animaux contrôles lorsque la cicatrice est 
formée (Kishimoto, 1984). Pour compléter cette analyse de la réinnervation, un 
immunomarquage dirigé contre GAP-43 a été réalisé. L’expression de GAP-43 dans la plaie 
est très faible 14 jours après la brûlure. Cependant, 28 jours après la brûlure, on observe une 
forte augmentation de son expression dans la cicatrice. Toutefois, il n’y a pas de différence 
d’expression de ce marqueur entre les animaux présentant ou non une neuropathie. Cela peut 
s’expliquer par le fait qu’un mois après la brûlure, l’effet de la RTX sur l’innervation est 
faible. En effet, à ce temps, les sensibilités mécaniques et thermiques, et les taux d’expression 
de CGRP sont semblables entre les 2 groupes. 



    Chapitre 2 : Etude expérimentale        

Betty Laverdet | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2016                                       106 
 

II – Peaux reconstruites innervées 

Pour étudier la cicatrisation et créer de nouveaux modèles de peau, des peaux reconstruites in 
vitro ont été élaborées. Les plus simples d’entre elles consistent en un gel de collagène 
colonisé par des fibroblastes, on parle alors uniquement de derme équivalent. Ce gel de 
collagène peut être recouvert par un épithélium, on parle alors réellement de peau reconstruite 
(Bell et al., 1983). Ces peaux reconstruites peuvent être complétées par des cellules 
endothéliales, des cellules souches, des cellules nerveuses (Black et al., 1998; Blais et al., 
2009)… 

Ces peaux reconstruites sont utilisées par l’industrie cosmétique pour tester de nouveaux 
produits en limitant l’utilisation d’animaux. Elles peuvent également servir au screening de 
molécules potentiellement intéressantes pour le traitement d’affections peu profondes (Pageon 
et al., 2008). 

Ces peaux reconstruites peuvent également être greffées pour favoriser la cicatrisation de 
plaies cutanées profondes et/ou étendues. Après plusieurs semaines de greffe, on observe le 
développement d’une structure comparable à celle de la peau normale (Kempf et al., 2011). 
Cette approche pourrait donc être une nouvelle stratégie pour le traitement des plaies dont la 
guérison n’est pas spontanée. 

II – 1 Peaux reconstruites in vitro 

Le travail suivant « Use of mesenchymal stem cells for cutaneous repair and skin substitute 
elaboration » présente le potentiel des cellules souches mésenchymateuses dans l’élaboration 
d’une peau reconstruite. 

Dans un premier temps, après avoir rappelé les différentes étapes observées lors du processus 
de réparation cutanée et les mécanismes mis en jeu, les différentes sources possibles de 
cellules souches mésenchymateuses (CSMs) pouvant être utilisées pour l’élaboration de 
peaux reconstruites ont été décrites. Ces sources sont très variées : la moelle osseuse, le tissu 
adipeux, les tissus extra-fœtaux, le tissu gingival ou encore le derme. 

L’objectif de cette étude était de comparer la capacité des CSMs de la moelle osseuse 

comparée à celle des fibroblastes dermiques dans l’élaboration d’une peau reconstruite. Les 
différents résultats montrent que lorsque ces CSMs sont utilisées pour l’élaboration d’un 

derme équivalent à la place des fibroblastes, elles sont capables d’induire très efficacement la 

croissance et la différenciation de l’épiderme. Ces cellules souches pourraient donc être une 
alternative à l’utilisation des fibroblastes et pourraient servir à l’élaboration de substituts 

cutanés. 
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II – 2 Peaux reconstruites pour le traitement des brûlures 

Après une brûlure sévère, la greffe de peau est souvent nécessaire pour faciliter la 
cicatrisation. Cette technique a permis d’améliorer la survie des patients mais de nombreux 
handicaps liés à un défaut d’innervation fonctionnelle se développent à la suite de cette 
cicatrisation. Les patients peuvent se plaindre d’une perte de sensibilité, d’un prurit ou de 
douleurs au niveau de la zone brulée. Il est donc important de proposer une nouvelle stratégie 
thérapeutique pour améliorer la réinnervation lors de la cicatrisation de ces brûlures. 

La stratégie que nous avons développée porte sur le développement de peaux reconstruites 
innervées. A ces peaux reconstruites, il est possible d’ajouter des biomatériaux ou des cellules 
souches qui pourront, une fois implantés in vivo, favoriser la cicatrisation et une repousse 
nerveuse correcte. 

Un point sur les connaissances actuelles concernant ces nouvelles approches pour la 
cicatrisation après brûlures est réalisé dans la revue suivante « Biotechnological management 
of skin burn injuries : challenges and perspectives in wound healing and sensory recovery » 
acceptée dans le journal Tissue Engineering part B.  
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Cette revue montre que l’utilisation de peaux reconstruites in vitro plus ou moins complexes 
pourrait être une stratégie thérapeutique dans le traitement des brûlures. Il semble donc 
important de comprendre les interactions cellulaires qui peuvent s’établir au niveau de ces 
peaux reconstruites pour perfectionner ce modèle et permettre une éventuelle utilisation 
thérapeutique en routine après brûlure sévère. 

Compte tenu du rôle de l’innervation dans la cicatrisation, nous nous sommes 
particulièrement intéressés aux interactions cellulaires entre les fibroblastes dermiques et les 
cellules neuronales. 

  

II – 3 Matériel et méthodes 

II – 3.1 Isolement et culture des fibroblastes dermiques 

Des échantillons de peau prélevés après plasties mammaires chez des femmes âgées de 18 à 
55 ans ont été récupérés à l’Hôpital de la Mère et de l’Enfant de Limoges. Ces échantillons 
sont des déchets opératoires et sont collectés avec le consentement des patientes. Ces 
prélèvements sont dégraissés puis l’épiderme et le derme sont séparés par traitement 
enzymatique permettant d’extraire les kératinocytes d’une part et les fibroblastes d’autre part. 
Des explants de derme sont déposés dans une boîte de Pétri de 100 mm de diamètre et sont 
chacun recouverts par 3 µL de DMEM (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA 61965-059) 
contenant 20 % sérum de veau fœtal (SVF, Life Technologies, lot n°41Q4740K), 1% 
pénicilline-streptomycine (P/S) (Life Technologies 15140-122), 1% fungizone (Life 
Technologies, 1590-026) et sont mis minimum 2h à l’incubateur à 37°C et 5% de CO2 pour 
favoriser l’adhésion des explants à la boîte de Pétri. Une fois les explants adhérés, 8 ml de 
milieu DMEM contenant 20% SVF sont ajoutés dans chaque boîte. Les boîtes de Pétri sont 
remises à l’incubateur pendant 3 semaines et le milieu est changé tous les 3 jours. Au bout de 
3 semaines, les fibroblastes ont colonisé la boîte de Pétri. Les morceaux de derme sont retirés 
puis les cellules sont trypsinées. Pour cela, après un lavage au « Phosphate Buffer Saline » 
(PBS), 4 ml de trypsine (Life Technologies, 25300-054) sont ajoutés par boîte. Après 5 
minutes à 37°C, les cellules se sont décollées. Elles sont alors récoltées et un volume 
équivalent de DMEM contenant 10 % SVF est ajouté à cette suspension cellulaire pour arrêter 
l’action de la trypsine. Les cellules sont alors centrifugées pendant 10 minutes à 1200 rpm. Le 
culot cellulaire obtenu est resuspendu dans du milieu DMEM contenant 10% SVF et les 
cellules sont ensemencées dans ce même milieu. 

II – 3.2 Culture des cellules neuronales 

La lignée cellulaire SH-SY5Y (cellules issues d’un neuroblastome humain, ATCC CRL-2266 
TM) a été utilisée comme modèle de cellules neuronales. Ces cellules sont cultivées dans du 
milieu DMEM contenant 10 % SVF, 1% P/S et 1% fungizone. Elles peuvent être activées par 
l’utilisation du NGF (PeproTech Inc., Rocky Hill, NJ, USA, 450-01) à une concentration de 
100 ng/ml. 
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II – 3.3 Coculture 2D directe 

La coculture 2D directe est réalisée dans des plaques 24 puits. Au fond de chaque puits, une 
lamelle de verre (Dutcher, Brumath, France, 100040N) est déposée puis recouverte avec 300 
µL de poly-L-lysine (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France, P9155) à une 
concentration de 100 µg/ml. Les plaques sont alors mises 2h à 37°C. Une fois que ce 
« coating » est réalisé, un lavage au PBS est effectué dans chaque puits et les cellules sont 
ensemencées : 14 600 cellules SH-SY5Y et 5500 fibroblastes par puits. Le temps de 
doublement des cellules SH-SY5Y est plus long que celui des fibroblastes ce qui explique les 
proportions choisies. Les différentes conditions pour cette expérience sont : 

- fibroblastes seuls ; 
- fibroblastes + TGF-β1 (BioLegend, San Diego, CA, USA, 580702) à 5 ng/ml ; 
- fibroblastes + cellules SH-SY5Y ; 
- cellules SH-SY5Y seules. 

 
Les cellules sont ensemencées dans du milieu DMEM contenant 10% SVF, 1% P/S et 1% 
fungizone. Après adhésion, les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM sans sérum 
pendant la nuit. Le lendemain, le traitement au TGF-β1 est réalisé. Les cellules sont alors 
cultivées dans 300 µL de DMEM contenant 1% SVF, 1% P/S et 1% fungizone avec ou non 
du TGF-1 pendant 72h. Après 3 jours de coculture, les différents surnageants de culture (ou 
milieux conditionnés) sont récupérés, centrifugés pendant 10 minutes à 1200 rpm, aliquotés 
puis congelés à -20°C. Un lavage au PBS est effectué dans chaque puits afin de mettre en 
œuvre une immunofluorescence. 

II – 3.4 Immunofluorescence 

Pour mettre en évidence une éventuelle activation des fibroblastes ou des cellules SH-SY5Y, 
une immunofluorescence dirigée contre l’actine α-ML (marqueur de l’activation des 
fibroblastes) et NF-M (marqueur des cellules neuronales permettant de mettre en évidence les 
neurites) a été effectuée. Pour cela, les cellules sont fixées avec de l’acétone à 4°C pendant 10 
minutes. L’acétone est ensuite retirée et trois lavages au PBS sont effectués. La saturation et 
la perméabilisation sont effectuées grâce à un mélange de PBS contenant 2% BSA (Sigma-
Aldrich, A9647), 2% sérum de chèvre (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA, S-1000), 
0,1% de Tween 20 et 0,5% de Triton X-100 mis en contact des cellules pendant 30 minutes. 

La solution de dilution des anticorps primaires est composée de PBS contenant 2% BSA, 2% 
sérum de chèvre et 0,3% Triton X-100. L’anticorps primaire monoclonal de souris dirigé 
contre l’actine α-ML (Dako, Les Ulis, France, M0851) est utilisé au 1/200ième et l’anticorps 
primaire polyclonal de lapin dirigé contre NF-M (Merck Millipore, Molsheim, France, 
AB1987) est utilisé au 1/100ième. 200 µl de cette solution contenant les anticorps primaires 
sont mis au contact des cellules toute la nuit à 4°C. 

Le lendemain, la solution est retirée puis 3 lavages de 10 minutes au PBS sont effectués. Les 
anticorps secondaires sont alors ajoutés au 1/1000ième (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA, 11005 
et 11008) dans une solution de PBS contenant 0,5 µg/ml de DAPI (Sigma-Aldrich, D9542). 



                                                                                                 Chapitre 2 : Etude expérimentale 

Betty Laverdet | Thèse de doctorat | Université de Limoges | 2016                                       144 
 

100 µl de cette solution sont ajoutés dans chaque puits pendant 2h à température ambiante, à 
l’abri de la lumière. 3 lavages au PBS sont ensuite effectués, et les lamelles au fond des puits 
sont retirées et déposées sur une lamelle de verre avec du milieu de montage (Dako, S3023). 
Les photos ont ensuite été prises avec un microscope à fluorescence inversé DM IRB (Leica 
Microsystems, Wetzlar, Allemagne). Les images ont été acquises avec le logiciel NIS- 
Elements (Nikon, Minoto-ku, Tokyo, Japon). 

II – 3.5 Analyse du milieu conditionné par le « Proteome Profiler TM Human 
XL Cytokine Array Kit » 

Afin d’étudier l’effet de la coculture fibroblastes / cellules SH-SY5Y sur les secrétions 
cellulaires par rapport aux cellules seules activées ou non, une analyse des cytokines sécrétées 
a été réalisée sur les milieux conditionnés récoltés à la fin de la coculture. Pour cela le kit 
« Proteome Profiler TM Human XL Cytokine Array Kit » (R&D systems, Minneapolis, MN, 
USA, ARY022) a été utilisé. Brièvement, les membranes contenues dans le kit sont 
immergées dans du « Array buffer 6 » sous agitation pendant 1h pour bloquer les sites 
aspécifiques. Pendant ce temps, les échantillons sont préparés. Pour cela, 400 µL de milieu 
conditionné de chaque condition sont mélangés à 1,1 ml de « Array Buffer 6 ». Après une 
heure d’incubation, le tampon présent sur les membranes est retiré et 1,5 ml du tampon 
contenant les échantillons est déposé sur chaque membrane (1 membrane / échantillon). 
L’incubation se fait sous agitation toute la nuit à 4°C. Le lendemain, les solutions contenant 
les échantillons sont éliminées et 3 lavages de 10 minutes avec le « Wash buffer » sont 
réalisés sous agitation à température ambiante. La solution contenant les anticorps de 
détection liés à l’avidine est ensuite ajoutée sur les membranes. Pour cela, une solution 
contenant un mélange de 1,5 ml de « Array Buffer 4/6 » et 30 µl de de « Detection Antibody 
Cocktail » est mis en contact avec chaque membrane sous agitation pendant 1h. Le milieu est 
ensuite retiré et 3 lavages de 10 minutes sont effectués. La Streptavidine-HRP diluée dans le 
« Array buffer 6 » est ensuite ajoutée sur les membranes pendant 30 minutes. Pour finir, 3 
lavages de 10 minutes sont effectués et les membranes sont révélées par chimiluminescence 
grâce à la GBox (Syngene, Cambridge, United Kingdom) en utilisant un mélange des 
« Chemi Reagent » 1 et 2. 

II – 3.6 Coculture 2D indirecte 

Les cocultures indirectes des fibroblastes et des cellules SH-SY5Y ont été réalisées dans des 
plaques 12 puits à l’aide d’inserts « transwell » (Corning Life Sciences,Tewksbury, MA, 
353181). Les inserts « transwell » utilisés ont une porosité de 0,3 µm ce qui permet de ne 
laisser passer que les molécules solubles. Une lamelle de verre est déposée au fond de chaque 
puits et elle est recouverte avec de la poly-L-lysine à 100 µg/ml pendant 2h à 37°C. Les 
cellules sont ensuite ensemencées soit sur la lamelle de verre au fond du puits soit sur la 
membrane de l’insert. Sur la lamelle de verre, 30 000 fibroblastes ou 40 000 cellules SH-
SY5Y sont ensemencés dans un volume de 100 µl. Sur la membrane de l’insert, 7000 
fibroblastes ou 9400 cellules SH-SY5Y sont ensemencés dans un volume de 50 µl. Une fois 
ensemencée, la plaque 12 puits et les inserts de culture sont mis à l’incubateur jusqu’à 
adhésion des cellules. Après adhésion, du milieu de culture DMEM contenant 1% SVF, 1% 
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P/S et 1% fungizone est ajouté : 1 ml au fond du puits et 500 µl dans l’insert de culture. Les 
traitements au TGF-β1 (5 ng/ml) et au NGF (100 ng/ml) sont alors effectués (Tableau III). 

puits Cellules au fond du puits Cellules sur la membrane de l’insert 
1 Fibroblastes SH-SY5Y 
2 Fibroblastes + TGF-β1 SH-SY5Y 
3 Fibroblastes SH-SY5Y +NGF
4 SH-SY5Y Fibroblastes 
5 SH-SY5Y + NGF Fibroblastes 
6 SH-SY5Y Fibroblastes + TGF-β1 
7 Fibroblastes  
8 Fibroblastes + TGF-β1  
9 SH-SY5Y  
10 SH-SY5Y +NGF  

 

Tableau III : Conditions de culture pour la coculture indirecte des fibroblastes et des cellules SH-SY5Y. 

 
Les cellules sont cultivées pendant 72h puis une analyse immunocytochimique est réalisée 
(protocole section III – 3.4) sur les lamelles de verre et les membranes des inserts.  

II – 3.7 Fabrication de la matrice de collagène  

Pour étudier les interactions cellulaires entre les fibroblastes et les cellules SH-SY5Y en 
conditions plus physiologiques, ces cellules ont été cultivées en 3D grâce à une matrice de 
collagène-chitosan. 

Pour cela, le collagène bovin purifié de type I (Symatese, Chaponost, France, CBPE2US050) 
est dissout dans du PBS pour obtenir une solution à 9 mg/ml. Le chitosan (Glentham Life 
Sciences, Corsham, UK, GP7325) est dilué dans de l’acide acétique 0,1% pour obtenir une 
concentration de 2,5 mg/ml.  

Pour la réalisation de la matrice, une solution composée de 670 µl de collagène bovin purifié 
à 9 mg/ml et de 180 µl de la solution de chitosan à 2,5 mg/ml est réalisée sur glace puis versée 
dans chaque puits d’une plaque 12 puits. Immédiatement après cette étape, la plaque est mise 
à - 80°C pendant 1h. Après la congélation, les matrices sont lyophilisées pendant 24h en 
utilisant le Cryotec (Saint Gély du Fesc, France, COSMOS 2). Une fois lyophilisées, les 
matrices sont conservées à - 20°C jusqu’à leur utilisation. Lors de leur utilisation en culture 
cellulaire, chaque matrice est placée dans un puits d’une plaque 6 puits, mise 1h dans de 
l’éthanol à 70% puis une nuit dans du milieu DMEM brut avant d’être ensemencée. 

II – 3.8 Microscopie électronique à balayage 

A la suite de la lyophilisation, une étude de la structure de la matrice par microscopie à 
balayage a été effectuée. Cette analyse a été effectuée avec un microscope électronique à 
balayage Quanta FEG 250 (FEI, Hillsboro, OR, USA). 
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II – 3.9 Microscopie électronique à transmission 

Une étude de la structure de la matrice a également été réalisée par microscopie électronique à 
transmission. Pour cela, les matrices lyophilisées ont été fixées dans une solution de 
glutaraldéhyde 2,5% dilué dans du tampon Sorensen pendant 10 minutes à température 
ambiante. Les matrices sont ensuite rincées et incubées dans une solution de tétroxyde 
d’osmium pendant 30 minutes à température ambiante. Les échantillons sont déshydratés dans 
des bains successifs d’alcool puis inclus dans de la résine Epon 812 (Euromedex, 
Souffelweyersheim, France). Des section semi-fines sont effectuées et sont examinées au 
microscope électronique à transmission JEM-1011 (JEOL, Croissy-sur-Seine, France). 

II – 3.10 Coculture 3D directe 

Les matrices, après réhydratation dans du milieu DMEM brut, sont ensemencées en déposant 
600 000 fibroblastes goutte à goutte sur le sommet. Les matrices ensemencées sont alors 
mises à l’incubateur jusqu’à adhésion des cellules. Du milieu DMEM contenant 5% SVF et 
de l’acide ascorbique (Sigma-Aldrich, A4544) à 100 µg/ml est ensuite ajouté dans chaque 
puits (2 ml/puits). Ce milieu est changé tous les 3 jours. Après une semaine, le milieu est 
retiré et 600 000 cellules SH-SY5Y sont ensemencées goutte à goutte sur la matrice. Après 
adhésion des cellules à 37°C, 1,5 ml de milieu DMEM contenant 1% SVF et de l’acide 
ascorbique à 100 µg/ml sont ajoutés dans chaque puits. Des conditions contenant seulement 
des fibroblastes ou des fibroblastes en présence de TGF-β1 à 5 ng/ml sont également 
réalisées. Après trois jours de culture, les surnageants de culture (ou milieux conditionnés) 
sont récoltés, centrifugés pendant 10 minutes à 12 000 rpm, aliquotés puis congélés à - 20°C 
pour une analyse avec le « Proteome Profiler TM Human Protease/Protease Inhibitor Array 
Kit ». Les matrices contenant les cellules sont quant à elles rincées au PBS puis fixées 
pendant 10 minutes au paraformaldéhyde (PFA) 4%. Après un rinçage au PBS, les matrices 
sont incluses dans de l’OCT (Cell Path, Wales, UK, KMA-0100-00A) et congelées à - 80 °C. 

II – 3.11 Analyse du milieu conditionné par le « Proteome Profiler TM Human 
Protease/Protease Inhibitor Array Kit » 

Afin d’étudier l’effet de la coculture en 3D des fibroblastes et des cellules SH-SY5Y, 
l’analyse des molécules sécrétées lors de cette coculture a été réalisée en utilisant le 
« Proteome Profiler TM Human Protease/Protease Inhibitor Array Kit » (R&D systems, 
ARY025). Brièvement, les membranes présentes dans le kit sont mises en présence de 2 ml de 
« Array Buffer 6 » pendant 1h sous agitation pour bloquer les sites aspécifiques. Pour chaque 
condition de culture, 2 solutions d’échantillons sont préparées et incubées pendant 1h :  

- une pour la membrane permettant de détecter les protéases : 400 µl de milieu 
conditionné issu de la culture 3D ajoutés à 15 µl du « Protease Detection Antibody 
Cocktail » et complétés avec de « l’Array buffer 6 » pour un volume final de 1,5 
ml ; 

- une pour la membrane permettant de détecter les inhibiteurs de protéases : 400 µl 
de milieu conditionné issu de la culture 3D ajoutés à 15 µl du « Protease Inhibitor 
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Detection Antibody Cocktail » et complétés avec de « l’Array buffer 6 » pour un 
volume final de 1,5 ml. 
 

Une fois les temps d’incubation écoulés, les solutions d’échantillons sont placées sur les 
membranes correspondantes (membrane protéases ou membrane inhibiteurs de protéases) à 
4°C sous agitation pendant toute la nuit. 
Le lendemain, comme mentionné à la section II – 3.5, les membranes sont lavées puis mises 
en contact avec la solution de Streptavidine-HRP. Les membranes sont ensuite rincées puis 
révélées à la GBox grâce à une solution de « Chemi reagent » 1 et 2. 

II – 3.12 Analyses statistiques 

Les résultats sont présentés ici en moyenne ± SEM et le taux de significativité est fixé à p < 
0,05. Les résultats ont été comparés en utilisant une analyse de variance (ANOVA) à deux 
facteurs à l’aide du logiciel GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, USA). Les 
images de microscopie et les membranes des protéomes ont été analysées avec le logiciel 
ImageJ (NIH,  USA). 

 

II – 4 Résultats  

II – 4.1 Analyse de l’effet de coculture 2D directe entre les fibroblastes et les 
cellules SH-SY5Y sur l’activation des fibroblastes 

 Analyse immunocytochimique 

L’effet des cellules SH-SY5Y sur les fibroblastes en coculture 2D directe a tout d’abord été 
étudié par immunofluorescence (Figure 22). La condition fibroblastes + TGF-β1 est un 
contrôle positif permettant de mettre en évidence l’activation des fibroblastes par la présence 
de filaments d’actine α-ML nombreux et épais. La présence de ces filaments d’actine α-ML 
n’est pas ou peu présente dans la condition fibroblastes seuls (contrôle négatif). 

Lorsque les cellules SH-SY5Y sont cultivées en présence de ces fibroblastes, on remarque 
alors le développement de filaments d’actine α-ML au sein des fibroblastes. Ceci prouve donc 
que les cellules SH-SY5Y sont capables d’induire la différenciation des fibroblastes en 
myofibroblastes lors d’une coculture 2D directe entre ces 2 types cellulaires. 
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Figure 22 : Immunocytochimie dirigée contre l’actine α-ML (rouge) et NF-M (vert) après 72h de coculture 
2D directe entre les fibroblastes dermiques et les cellules neuronales SH-SY5Y. L’ensemencement était de 

14 600 cellules SH-SY5Y et 5500 fibroblastes par puits. A. fibroblastes seuls, B. fibroblastes + TGF-β1 à 5 
ng/ml, C. cellules SH-SY5Y seules et D. fibroblastes + cellules SH-SY5Y. 

 Analyse du sécrétome 

Les fibroblastes sécrètent la matrice extracellulaire mais également de nombreuses molécules, 
en particulier des cytokines. Lorsque les fibroblastes sont activés en myofibroblastes, 
notamment lors du processus de cicatrisation, ils sont impliqués dans la fermeture de la plaie 
en rapprochant les berges de la plaie grâce à leur capacité de contraction. Les milieux 
conditionnés issus de la coculture 2D directe fibroblastes / cellules SH-SY5Y ont donc été 
analysés par « Proteome Profiler ». Parmi les 102 cytokines testées, ne seront présentées ici 
que celles présentant une différence d’expression entre la condition fibroblastes seuls et la 
condition fibroblastes + TGF-β1 (Figure 23).  

A B 

C D 
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Figure 23 : Analyse comparative de la sécrétion des cytokines dans le milieu conditionné des cellules SH-
SY5Y et des fibroblastes cultivés seuls ou en coculture 2D directe après 72h de coculture. 

L’ensemencement était de 14 600 cellules SH-SY5Y et 5500 fibroblastes par puits.La condition fibroblastes + 
TGF-β1 à 5 ng/ml qui sert de contrôle positif est également représentée. 

Après activation des fibroblastes (condition fibroblastes + TGF-β1), une diminution du profil 
sécrétoire est observée par rapport à la condition fibroblastes seuls. Cette réduction du profil 
sécrétoire est également observée lors de l’étude du sécrétome de la condition fibroblastes / 
cellules SH-SY5Y confirmant la capacité des cellules SH-SY5Y à induire un phénotype 
similaire à celui rencontré lorsque les fibroblastes sont engagés dans une différenciation 
myofibroblastique. 
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II – 4.2 Analyse de l’effet de coculture 2D indirecte entre les fibroblastes et les 
cellules SH-SY5Y sur l’activation des fibroblastes 

Afin de savoir si le contact cellulaire est nécessaire entre les cellules SH-SY5Y et les 
fibroblastes pour induire la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes, une étude sans 
contact a été réalisée à l’aide de « transwell » (Figure 24 et 25).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Immunocytochimie dirigée contre l’actine α-ML (rouge) et NF-M (vert) sur les puits et les 
membranes des « transwells » après 72h de coculture indirecte entre les cellules SH-SY5Y et les 

fibroblastes. L’ensemencement était de 9400 cellules SH-SY5Y sur la membrane du « transwell »  et 30 000 
fibroblastes au fond du puits. Le NGF est utilisé à une concentration de 100 ng/ml et le TGF-β1 à 5 ng/ml. 
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Figure 25 : Immunocytochimie dirigée contre l’actine α-ML (rouge) et NF-M (vert) sur les puits et les 
membranes des « transwells » après 72h de coculture indirecte entre les cellules SH-SY5Y et les 

fibroblastes. L’ensemencement était de 7000 fibroblastes sur la membrane du « transwell »  et de 40 000 
cellules SH-SY5Y au fond du puits. Le NGF est utilisé à une concentration de 100 ng/ml et le TGF-β1 à 5 ng/ml. 

 

Ces différentes immunocytochimies montrent que lors de cocultures indirectes des cellules 
SH-SY5Y et des fibroblastes, les cellules SH-SY5Y sont capables d’induire la différenciation 
des fibroblastes en myofibroblastes. En effet, on remarque, dans chaque condition, la présence 
d’un marquage pour l’actine α-ML. Le contact cellulaire n’est donc pas nécessaire pour 
obtenir cette différenciation. Un ou des messagers chimiques seraient donc impliqués dans ce 
processus. 
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II – 4.3 Analyse de la structure de la matrice de collagène-chitosan 

Pour développer un modèle de derme équivalent innervé, une matrice de collagène-chitosan a 
été mise au point. Après lyophilisation, la structure de cette matrice a été étudiée par 
microscopie électronique à balayage (Figure 26) et à transmission (Figure 27). 

 

  

  

  

 

 

 

 

Figure 26 : Analyse de la structure de la matrice de collagène-chitosan par microscopie électronique à 
balayage après lyophilisation. A. faible grossissement (x100), B. fort grossissement (x250). 

 

 

Figure 27 : Analyse de la structure de la matrice de collagène-chitosan par microscopie électronique à 
transmission après lyophilisation. 

Comme le montre les images de la figure 26, la matrice de collagène-chitosan obtenue 
présente de nombreux pores de diamètres allant de 80 à 120 µm. La taille des pores est 
suffisamment importante pour permettre le passage de cellules (fibroblastes, SH-SY5Y) au 
travers de la matrice. L’image obtenue par microscopie électronique à transmission montre 
une partie de la paroi d’un pore. 

 

A  B 
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II – 4.4 Analyse de l’effet de coculture 3D entre les fibroblastes et les cellules 
SH-SY5Y sur l’activation des fibroblastes 

Une fois la structure de la matrice de collagène-chitosan validée, les fibroblastes et les cellules 
SH-SY5Y ont été cultivées en même temps au sein de cette matrice pour étudier si en 3D les 
cellules SH-SY5Y étaient capables d’activer les fibroblastes comme en 2D. 

Pour cela, une analyse du sécrétome des différentes conditions a été réalisée en s’intéressant 
cette fois-ci aux protéases et aux inhibiteurs de protéases. Ces molécules étant très impliquées 
dans le processus de cicatrisation et notamment lors du remodelage de la MEC, il est 
important d’étudier l’effet de la coculture fibroblastes / cellules SH-SY5Y sur ces sécrétions. 
Parmi les 35 protéases et les 32 inhibiteurs de protéases testés, ne seront présentés ici que les 
« Matrix-Metalloproteinases » (MMPs) (Figure 28) et les « Tissue Inhibitor of 
Metalloproteinase » (TIMPs) (Figure 29). 

 

Figure 28 : Analyse comparative des MMPs sécrétées dans le milieu conditionné lors de la culture en 3D 
de fibroblastes seuls ou en présence de cellules SH-SY5Y après 72h de coculture. 600 000 fibroblastes sont  

ensemencés sur la matrice de collagène-chitosan. Après une semaine, 600 000 cellules SH-SY5Y sont alors 
ensemencées sur cette même matrice pour la condition fibroblastes + SH-SY5Y et la coculture est maintenu 

pendant 72h avant le recueil du milieu conditionné. La condition fibroblastes + TGF-β1 à 5 ng/ml sert de 
contrôle positif pour la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. 
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Figure 29 : Analyse comparative des TIMPs sécrétées dans le milieu conditionné lors de la culture en 3D 
de fibroblastes seuls ou en présence de cellules SH-SY5Y après 72h de coculture. 600 000 fibroblastes sont  

ensemencés sur la matrice de collagène-chitosan. Après une semaine, 600 000 cellules SH-SY5Y sont alors 
ensemencées sur cette même matrice pour la condition fibroblastes + SH-SY5Y et la coculture est maintenu 

pendant 72h avant le recueil du milieu conditionné. La condition fibroblastes + TGF-β1 à 5 ng/ml sert de 
contrôle positif pour la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. 

 

Comme le montre ces figures, l’expression des MMPs est diminuée lors de la culture 3D de 
fibroblastes en présence de TGF-β1 par rapport à la culture de fibroblastes seuls. L’expression 
des TIMPs est quant à elle similaire que les fibroblastes soient différenciés en 
myofibroblastes ou non. Lors de la coculture 3D entre les fibroblastes et les cellules SH-
SY5Y, l’expression des MMPs et des TIMPs sécrétées est fortement diminuée par rapport aux 
fibroblastes seuls. 

 

II – 5 Discussion 

L’objectif de ce travail in vitro était d’étudier les interactions possibles entre les cellules 
neuronales et les fibroblastes dermiques. Cela devrait permettre, à terme, le développement 
d’une peau reconstruite innervée pouvant être utilisée dans le traitement de la brûlure. 

La première étape de ce travail a été de réaliser une coculture directe en 2D entre les 
fibroblastes dermiques humains et les cellules SH-SY5Y pour étudier si le contact entre ces 
deux types cellulaires avait un effet sur les fibroblastes, cellules indispensables lors du 
processus de cicatrisation. En immunocytochimie, on a pu observer qu’après 3 jours de 
coculture avec les cellules SH-SY5Y, les fibroblastes présentent des filaments d’actine 
similaire à ce qui est observé lors de la culture des fibroblastes avec le TGF-β1 (contrôle 
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positif). Les cellules SH-SY5Y sont donc capables d’induire la différenciation des 
fibroblastes en myofibroblastes. Fujiwara et al. ont également montré ce processus de 
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes en présence de cellules PC12 (lignée 
cellulaire issue d’un phéochromocytome de rat, capable de former des neurites sous l’action 
du NGF) (Fujiwara et al., 2013). 

Afin de poursuivre l’étude des interactions entre les cellules neuronales SH-SY5Y et les 
fibroblastes lors d’une coculture directe, nous avons étudié le profil de secrétions de 
différentes cytokines. Cette analyse confirme les résultats obtenus précédemment. En effet, le 
profil sécrétoire de la coculture est similaire à celui du contrôle positif fibroblastes + TGF-β1. 
Pour ces deux conditions, on observe une réduction de l’expression des cytokines étudiées par 
rapport à la condition fibroblastes seuls. Ces cytokines jouent un rôle important lors des 
processus inflammatoires et sont donc impliquées lors de la cicatrisation d’une plaie. Lors de 
la formation du tissu de granulation qui se déroule après la phase inflammatoire, il semble 
logique que l’expression de ces différentes cytokines impliquées dans l’inflammation soit 
réduite. 

Pour mieux comprendre cette interaction cellulaire et savoir si le contact cellulaire était 
nécessaire pour obtenir une différenciation des fibroblastes en myofibroblastes lors de la 
coculture, nous avons réalisé cette coculture de manière indirecte. Le dialogue cellulaire 
n’était alors seulement possible que par des molécules solubles présentes dans le milieu de 
culture. Par immunomarquage de l’actine α-ML, nous avons pu montrer que sans contact 
cellulaire, les cellules neuronales SH-SY5Y étaient à nouveau capables d’induire la 
différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Certains facteurs solubles, non identifiés à 
ce jour, seraient donc impliqués dans ce processus.  

Le fait que les cellules neuronales soient capables d’induire la différenciation des fibroblastes 
en myofibroblastes par contact direct et par la sécrétion de facteurs solubles est un point 
important. En effet, cela pourrait être une des actions de l’innervation lors du processus de 
cicatrisation. 

Pour reproduire une condition plus physiologique, la coculture a été réalisée en 3D. Pour cela, 
une matrice de collagène-chitosan a été mise au point pour reproduire le derme. La structure 
de cette matrice est satisfaisante puisque, notamment, la taille des pores permet la migration 
de cellules à l’intérieur de cette matrice et la manipulation. 

Lors de la coculture des cellules neuronales et des fibroblastes en 3D sur cette matrice, nous 
avons étudié le profil sécrétoire des MMPs et des TIMPs. Ces molécules sont notamment 
impliquées dans le remodelage du tissu lors de la cicatrisation. Nous avons pu observer que 
lors de l’activation des fibroblastes par le TGF-β1, la quantité de MMPs secrétées (notamment 
la MMP-2 et la MMP-3) est diminuée par rapport à la condition fibroblastes seuls. En effet, le 
TGF-1 favorise le dépôt de MEC en augmentant la synthèse des protéines de la matrice et en 
diminuant l’expression des protéases capables de détruire cette matrice. Lors de la coculture 
des fibroblastes et des cellules SH-SY5Y, la quantité de ces MMPs secrétées est fortement 
réduite par rapport à la condition fibroblastes seuls. Cela est également le cas lorsque l’on 
étudie la sécrétion des TIMPs. Ces résultats sont en contradiction avec ceux obtenus par 
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Chéret et al. en 2014 (Chéret et al., 2014). Cette équipe a montré sur un modèle de peau lésée 
que l’apport de GDRs de souris au sein de cette plaie augmentait l’activité enzymatique de la 
MMP-2 par rapport à la condition sans GDRs. Ces résultats discordants peuvent être dus à des 
modèles d’étude définitivement très différents. De plus, au sein des GDRs, de nombreux types 
cellulaires sont présents, notamment des fibroblastes qui peuvent être impliqués dans 
l’expression des MMPs. 

L’ensemble de ces résultats in vitro nous a permis de mieux comprendre l’implication de 
l’innervation lors de la cicatrisation. Un des mécanismes mis en évidence est la capacité des 
cellules neuronales à induire une différenciation des fibroblastes en myofibroblastes par 
contact direct ou de manière indirecte. 
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L’objectif des études menées jusqu’à aujourd’hui sur les brûlures consistait à favoriser une 
fermeture rapide de la plaie pour éviter tout risque d’infection et pour ainsi améliorer la survie 
des patients. Différents substituts cutanées ont été développés dès lors permettant de combler 
la plaie et de restaurer la fonction barrière de la peau (Auxenfans et al., 2015; van Zuijlen et 
al., 2015). 

Cependant, bien que la cicatrisation par ces méthodes ait permis de sauver de nombreux 
patients, des handicaps plus ou moins sévères persistent après la brûlure. En plus des 
séquelles esthétiques, les patients peuvent notamment souffrir de troubles de la sensibilité 
cutanée. Cela se manifeste par un prurit, une perte de la sensibilité au chaud ou au froid ou 
encore une perception douloureuse. Ces troubles sont provoqués par des anomalies de la 
réinnervation lors du processus de cicatrisation notamment lors de brûlures profondes. 

Pour éviter le développement de ces troubles sensitifs cutanés, il est donc important de 
proposer une nouvelle stratégie thérapeutique à mettre en place après une brûlure thermique. 
L’objectif du projet de thèse (et du projet NERVAL dans son ensemble) était de s’intéresser 
au rôle de l’innervation lors de la cicatrisation après une brûlure. Ces premiers résultats 
devraient apporter les connaissances nécessaires pour la mise au point d’un substitut cutané 
permettant de retrouver une sensibilité normale après une lésion thermique. 

Ces différents travaux de thèse ont permis d’étudier le rôle de l’innervation dans le processus 
de cicatrisation après une brûlure thermique mais également de mettre en lumière une action 
directe des cellules neuronales sur l’activité des (myo)fibroblastes, cellules essentielles lors du 
processus de cicatrisation. 

La technique de brûlure utilisée pour notre expérimentation in vivo consiste en l’application 
d’une pièce de métal chauffée à une température donnée sur le dos de l’animal. Cet 
appareillage nous a permis de réaliser deux degrés différents de brûlure (second degré profond 
et troisième degré) en faisant seulement varier la température de la pièce de métal. Cette 
technique nous a également permis d’avoir des brûlures reproductibles entre chaque animal. 

La brûlure était effectuée sur le dos de rats mâles. L’utilisation de rats permet d’avoir une 
surface cutanée totale suffisante pour que les brûlures ne représentent qu’un faible 
pourcentage de cette surface cutanée totale. Cependant, la structure de la peau des rats est 
différente de celle de l’homme. Cette limite de notre modèle peut être palier par l’utilisation 
de porcs. En effet, il est couramment admis que ces animaux possèdent une structure de la 
peau et un processus de cicatrisation cutanée similaires à la peau humaine. L’utilisation de ces 
animaux demande néanmoins une structure d’hébergement adaptée qui n’est pas facilement 
accessible à Limoges et qui est très couteuse. 

Le traitement de la brûlure a été effectué de manière similaire à ce qui est classiquement fait 
chez l’homme. En effet, nous avons appliqué de la Flammazine ® juste après la réalisation de 
la brûlure et jusqu’à la fin de la cicatrisation. De plus, les plaies ont été détergées, étape 
nécessaire pour faciliter la cicatrisation. Avec ces traitements, les deux types de brûlures ont 
réussi à cicatriser en moyenne un mois après la brûlure sans nécessité de greffe. Ceci n’est 
cependant pas le cas pour des brûlures de même degrés chez l’homme. En effet, pour des 
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brûlures du deuxième degré profond ou du troisième degré chez l’homme, la greffe de peau 
ou de substituts cutanés est indispensable pour restaurer la fonction barrière de la peau et aider 
à la cicatrisation. Cette différence de cicatrisation est une autre limite de notre modèle. 

Ce modèle nous aura cependant permis d’observer l’influence de l’innervation cutanée dans la 
cicatrisation après brûlure. En effet, nous avons montré par analyse histologique des plaies en 
cours de cicatrisation, que les animaux avec une innervation défectueuse présentaient un 
retard de cicatrisation par rapport aux animaux contrôles. Cependant, cela n’influençait pas la 
cinétique de fermeture de la plaie pour les deux types de brûlures. Ceci peut en partie 
s’expliquer par le fait que l’action de la RTX est réversible et que l’on observe un retour à une 
sensibilité normale, et donc à une innervation fonctionnelle, 35 jours après la brûlure. Une 
nouvelle injection de RTX avant ce retour à la normale aurait pu prolonger la non 
fonctionnalité de l’innervation et ainsi retarder la fermeture de la plaie chez ces animaux. 

Ce rôle important de l’innervation dans la cicatrisation cutanée est actuellement très peu 
étudié dans le monde. Nous avons donc voulu comprendre par quels mécanismes 
l’innervation pouvait agir sur la cicatrisation. Pour cela, nous avons réalisé des cocultures de
fibroblastes du derme et de cellules neuronales. Cela nous a permis d’étudier l’impact des 
cellules neuronales sur la différenciation des fibroblastes, processus indispensable lors de la 
cicatrisation. 

Les résultats obtenus lors des cocultures 2D montrent que les cellules neuronales sont 
capables d’induire la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Ceci a été montré 
par la mise en évidence de filaments d’actine α-ML dans les fibroblastes lors des cocultures 
mais également par l’étude du profil sécrétoire des cytokines. En effet, ce profil sécrétoire est 
similaire entre la condition contrôle positif (fibroblastes + TGF-β1) et la condition 
fibroblastes + cellules SH-SY5Y en coculture 2D directe. Cet effet des cellules SH-SY5Y sur 
la différenciation des fibroblastes est également retrouvé lors de la coculture 2D indirecte ce 
qui indique que des facteurs solubles sécrétés sont vraisemblablement responsables de ce 
résultat.  

Pour se placer en conditions plus physiologiques, nous avons reproduit ces expériences en 3D. 
Pour cela, nous avons développé une matrice de collagène-chitosan qui représente un derme 
équivalent lors de nos études. Ce type de matrice a été mise au point par l’équipe de François 
Berthod (Laboratoire d’Organogénèse Experimentale, Université Laval, Québec, Canada) qui 
l’utilise pour développer différents modèles de peaux plus ou moins complexes (Parenteau-
Bareil et al., 2011; Blais et al., 2013, 2014; Cadau et al., 2015). La différence entre notre 
modèle et le leur est que nous utilisons des cellules neuronales humaines (issue d’un 
neuroblastome) alors qu’ils utilisent des cellules neuronales issues de GDRs de souris. 

L’analyse par microscopie électronique de la matrice de collagène-chitosan a permis de 
mettre en évidence la présence de pores qui, de par leurs diamètres, permettent aux cellules de 
migrer à l’intérieur et de s’y développer. 

Pour étudier l’effet des cellules neuronales sur les fibroblastes lorsqu’ils sont cultivés en 3D et 
donc en conditions plus physiologiques, nous avons ensemencées les cellules sur la matrice de 
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collagène-chitosan. Cela nous a permis d’étudier le profil sécrétoire des protéases et des 
inhibiteurs de protéases lors de ces cultures. Nous nous sommes principalement intéressés à la 
sécrétion des MMPs et des TIMPs, molécules indispensables lors de l’étape de remodelage 
dans le processus de cicatrisation. Nous avons ainsi montré que lors d’une coculture 3D des 
cellules neuronales SH-SY5Y et des fibroblastes, on observe une réduction importante de la 
quantité des MMPs (notamment la MMP-2 et la MMP-3) et des TIMPs (notamment les 
TIMPs 1 et 2) sécrétés par rapport à la condition fibroblastes seuls. Cette réduction 
d’expression des MMPs est également observée lors de la culture des fibroblastes en présence 
de TGF-β1. Cela signifierait donc que, lorsque les fibroblastes sont différenciés en 
myofibroblastes, l’expression des MMPs est plus faible. 

Ces résultats lors de la coculture 3D doivent être complétés notamment en réalisant un 
marquage de l’actine α-ML pour confirmer que les fibroblastes sont bien différenciés en 
myofibroblastes dans ces conditions. De plus, une analyse du profil sécrétoire des cytokines 
lors de ces cocultures 3D est en cours. Cela nous permettra de comparer ces futurs résultats 
avec les résultats obtenus lors de la coculture 2D. 

L’ensemble des résultats obtenus lors de ce projet de thèse ont montré l’importance de 
l’innervation dans le processus de cicatrisation en induisant notamment la différenciation des 
fibroblastes en myofibroblastes, étape indispensable lors de la cicatrisation. 

L’objectif final de mon projet de thèse et du projet NERVAL était de pouvoir proposer un 
nouveau concept de peau équivalente innervée qui pourrait être utilisé pour le traitement des 
brûlures et qui pourrait favoriser un retour à une sensibilité correcte chez les patients. 

Pour répondre à cet objectif, nous avons développé cette peau équivalente innervée en 
utilisant la matrice de collagène-chitosan (Figure 30). Cette matrice, qui représente le derme, 
a été ensemencée de fibroblastes puis de kératinocytes pour reproduire la structure de la peau 
humaine. L’aspect innovant de notre modèle est l’apport de l’innervation au sein de cette peau 
équivalente. De plus, les cellules SH-SY5Y sont ensemencées sur un support original : un 
tapis de fibroïne de soie électrospinée qui permet de favoriser et d’orienter la croissance des 
neurites. Ces travaux utilisant la soie sont réalisés en collaboration avec l’équipe de 
Christophe Eglès (UMR CNRS 7338 "BioMécanique et BioIngénierie", Université de 
Technologie de Compiègne, France) Le montage final est inspiré des travaux de Blais et al. 
qui utilise des GDRs de souris (Blais et al., 2014).  
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Figure 30 : Schéma récapitulatif pour la fabrication de notre modèle de peau équivalente innervée. 

Après 6 semaines de culture, la peau équivalente est prête à être greffée. Pour étudier l’effet 
de cette peau équivalente innervée sur la cicatrisation et la réinnervation d’une plaie, cette 
peau équivalente a été greffé sur des souris « nude » après excision d’un morceau de peau. 
Après 15 jours de greffe, nous avons pu observer que macroscopiquement la cicatrisation était 
correcte (Figure 31).  

 

Figure 31 : Analyse macroscopique de la cicatrisation à l’aide de notre modèle de peau équivalente 
innervée après 15 jours de greffe. 
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Lors de l’euthanasie des animaux, l’aspect microscopique de la cicatrisation et la 
réinnervation seront étudiés. Cela permettra de conclure sur l’apport des cellules neuronales 
dans ce modèle en comparant les résultats obtenus chez des animaux ayant reçu la peau 
équivalente comprenant ou non des cellules neuronales. 

Pour poursuivre notre étude et nous intéresser à l’effet de notre peau équivalente innervée 
pour le traitement de la brûlure, des souris « nude », dont un morceau de peau a été excisé, ont 
été greffées avec un morceau de peau humaine. Après prise de la greffe, une brûlure plus ou 
moins profonde sera effectuée sur la peau humaine. Différents traitements seront alors testés : 
un tapis de soie seule ou la peau équivalente innervée. La soie utilisée lors de ces traitements 
pourra être neutre ou biofonctionnalisée. La biofonctionnalisation consiste à greffer des 
molécules bioactives à la fibroïne de soie. Les molécules greffées pourraient alors permettre 
d’améliorer la repousse axonale. Nous étudierons alors l’impact de ces traitements sur la 
cicatrisation et la réinnervation de la plaie. Ces résultats seront comparés à des animaux ayant 
subi la brûlure mais qui n’auront pas reçu de traitements spécifiques. 

Nos résultats sont encourageants et nous souhaitons perfectionner notre nouveau concept de
peau équivalente en y apportant la composante vasculaire. En effet, la mise en place d’une 
néoangiogenèse correcte est également un élément indispensable pour obtenir une 
cicatrisation satisfaisante (Park et al., 2015; Wang et al., 2016). 

Lorsque sera mis au point le modèle de peau équivalente innervée et vascularisée et si les 
résultats sont toujours aussi prometteurs, une étude préclinique pourra être envisagée pour 
reproduire nos expériences à plus grande échelle et en maitrisant l’ensemble des paramètres 
(en utilisant les principes de « bonnes pratiques de fabrication »). Pour répondre à cet objectif, 
nous avons d’ores et déjà utilisé des cellules humaines dans l’ensemble de nos études. Les 
fibroblastes et les kératinocytes sont des cellules primaires issues de plasties mammaires et les 
cellules neuronales utilisées sont une lignée cellulaire issue d’un neuroblastome. Ce type 
cellulaire n’est malheureusement pas le meilleur modèle et ne pourra pas être utilisé pour 
notre peau équivalente innervée finale mais le recueil de cellules neuronales périphériques 
humaines est impossible. En effet, cela provoquerait des handicaps certains chez le patient. 
Une alternative serait l’utilisation de cellules souches cutanées humaines (« Skin Derived-
Precursors » ou SKPs) qui peuvent être différenciées en cellules neuronales in vitro. Des 
premiers essais encourageants ont été réalisés. La revue « Role of innervation in scar 
formation and therapeutic potential of dermal stem cells » en annexe 2 introduit l’apport de 
ces SKPs lors du processus de cicatrisation pour aider à la restauration d’une innervation 
satisfaisante. Si les résultats de l’étude préclinique sont toujours positifs, l’application de nos 
nouveaux biomatériaux pourra être envisagée en clinique pour le traitement de différents 
types de blessures. Bien sûr, pendant le temps nécessaire à la construction de cette peau 
équivalente, la plaie du patient pourra être classiquement recouverte, comme cela est fait 
actuellement, pour éviter tout risque d’infection. Les brûlures seront concernées par ce 
nouveau traitement mais également d’autres plaies difficilement cicatrisables (plaies 
chroniques de types ulcères ou escarres). Si la plaie n’est pas trop étendue, l’objectif est de 
reconstruire une peau équivalente innervée et vascularisée à partir des cellules du patient pour 
éviter tout risque de rejet. A partir d’un morceau de peau saine, toutes les cellules composant 
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cette peau équivalente pourront être isolées (les cellules neuronales pourront être différenciées 
à partir des SKPs).  
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Annexe 1 : Myo(fibroblastes) et cicatrisation 
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Annexe 2 : Innervation et cicatrisation 
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Titre : Innervation périphérique et réparation cutanée : rôle de l'innervation dans la 
cicatrisation après brûlure et sur l’activité cellulaire des fibroblastes dermiques 
 

La peau est un organe sensoriel qui permet notamment à l’organisme de s’adapter à son 
environnement. Ainsi, de nombreuses fibres nerveuses sont présentes au sein de cette peau 
permettant de détecter différents stimuli tels que la pression, la douleur ou encore une 
variation de température. A la suite d’une brûlure profonde, ces terminaisons nerveuses sont 
détruites et la repousse de ces fibres lors du processus de cicatrisation est inadéquate 
conduisant à des handicaps souvent sérieux chez les patients. Dans un premier travail, la 
réalisation d’une brûlure chez des animaux présentant ou non une neuropathie périphérique 
induite par la résinifératoxine a permis d’étudier le rôle de l’innervation lors de la 
cicatrisation. Chez les animaux traités, une cicatrisation plus lente et un défaut de 
réinnervation par rapport aux animaux contrôles étaient observés. Pour approfondir le rôle de 
l’innervation dans la cicatrisation, des études in vitro ont ensuite été réalisées afin d’évaluer 
les interactions possibles entre les cellules neuronales et les fibroblastes dermiques. Même en 
l’absence de contacts directs, il a été montré que les cellules neuronales sont capables 
d’induire la différenciation des fibroblastes en myofibroblastes. Au vue de l’implication de 
l’innervation sur la différenciation des fibroblastes et sur la cicatrisation, il semble important 
de pouvoir proposer aux patients brûlés, pour leur traitement, un nouveau concept de substitut 
cutané favorisant une repousse axonale fonctionnelle au sein du tissu cicatriciel.  
 

Mots clés : innervation cutanée, brûlure, cicatrisation, interactions cellulaires. 
 
 
Title: Peripheral innervation and cutaneous repair: role of innervation in wound healing 
after burn and on cellular activity of dermal fibroblasts 
 
The skin is a sensitive organ which notably allows the body to adapt to its environment. Many 
nerve fibers are present in the skin and are implicated in the detection of various stimuli such 
as pressure, pain or temperature variation. After a deep burn injury, these nerve fibers are 
destroyed and their regrowth during the wound healing process is imperfect which induces 
serious disabilities for patients. In a first study, a burn model was developed on animals 
presenting or not a peripheral neuropathy induced with resiniferatoxin and had allowed to 
study the role of sensory innervation on wound healing. On animals treated with 
resiniferatoxin, wound healing was delayed and nerve regeneration was imperfect compared 
to control animals. To further investigate the role of innervation in wound healing, in vitro 
studies were then performed to evaluate possible interactions between neuronal cells and 
dermal fibroblasts. Even in the absence of direct contacts, it has been shown that neuronal 
cells are able to induce the differentiation of fibroblasts into myofibroblasts. Considering the 
involvement of innervation on the differentiation of fibroblasts and on wound healing, it 
seems important to provide burned patients with a new concept of skin substitute promoting 
functional axonal regrowth in the scar tissue.  
 
Key words: cutaneous innervation, burn, wound healing, cell interactions. 


