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aFGF: acid Fibroblast Growth Factor
AHR: Aryl Hydrocarbon Receptor

B

bFGF: basic Fibroblast Growth Factor
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BMP4: Bone Morphogenetic Protein 4
C
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CD71: Transferrin receptor protein 1
CEA: Cultured Epithelial Autograft
CLA : Cutaneous Lymphocyte Antigen
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Majeur d’Histocompatibilité

CSS: Cultured Skin Substitutes
CXCLS5: C-X-C motif chemokine 5

D

DAPI: 4', 6-Diamidino-2-Phenylindole

DAMPs:
Patterns

Damage-Associated Molecular

E

ECM: ExtraCellular Matrix
EGF: Epidermal Growth Factor
ESC: Embryonic Stem Cell

=

FGF: Fibroblast Growth Factor

FLT-3L: FMS-related tyrosine

kinase ligand

FoxP3: Forkhead transcriptional repressor
G

GAG: Glycosaminoglycanes

GM-CSF:. Granulocytes
Colony Stimulating Factor

Macrophage-

H

HB-EGF: Heparin-Binding EGF-like

Growth Factor
HLA: Human Leucocyte Antigen
I

IFAP  300: Intermediate
Associated Protein

Filament-

IGF: Insulin-like Growth Factor
IFN: Interferon

IRF: IFN-Regulatory Factor

J

JAK/STAT: Janus kinase/  Signal
Transducer and Activator of Transcription

JNK: C-Jun N-terminal Kinase
K

K-CSEh : kératinocytes dérivés de cellules
souches embryologiques humaines

KGF: Keratinocyte Growth Factor
KLF4: Kruppel Like Factor 4
KRT: cytokératine

L

Lag: Langerhans-associated granule



LL37: Cathelicidin

LTA: Lipoteichoic Acid

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase
MDC: Myeloid Dendritic Cell

MMP-1: Matrix MetalloProteinase-1

MyD88: Myeloid differentiation primary
response gene 88

N

NGF: Nerve Growth Factor

@)

OCT4: Octamer-binding
Transcription Factor 4

ORS: Outer Root Sheath

OSM: Oncostatin M

P

p63: Tumor protein p63

PAMPS: Pathogen-Associated
Molecular Patterns

PDC: Plasmacytoide Dendritic Cell
PDGF: Platelet-Derived Growth Factor
PSM: Phenol-Soluble Modulin

R

Rac-1: Ras-related C3 botulinum
toxin substrate 1

rhGH: recombinant human

Growth Hormone

rhPDGF: recombinant Platelet-Derived

Growth Factor

RoRy : orphan retinoid receptor

RT-PCR: Reverse-Transcription
Polymerase Chain Reaction

S

SC : Surface Corporelle

SCB : Surface Corporelle Brilée

Shh: Sonic Hedgehog

SIS: Skin Immune System

STAG: Split-Thickness Skin AutoGrafts

STAT: Signal Transducers and Activators
of Transcription

STDG: Split-Thickness Dermal Graft
T

T-bet: Tbox expressed in T cell
TBSA: Total Body Surface Area
TGF: Transforming Growth Factor
TLR: Toll-Like Receptor

TNF: Tumor Necrosis Factor

TRAF: Tumor necrosis factor Receptor-
Associated Factor

TRIF: TIR-domain-containing adapter-
inducing

V
VSS: Vancouver Scar Scale

VEGF: Vascular Endothelial Growth

Factor
W

wnt: Wingless integration site
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AVANT PROPOS

La peau est un organe complexe qui enveloppe facgudu corps et se continue au niveau
des orifices naturels par une muqueuse. Elle esfjdhe le plus lourd du corps humain,
représente 16 % du poids pour une surface de 2,2 @f et comprend 3 millions de cellules
par cnf environ. La peau forme une barriére physique gsiplogique active de protection
de notre organisme. La perte de l'intégrité d’'urende surface de peau a la suite de brilures
entraine une invalidité grave et méme le déceq) timportance vitale de la restauration

rapide de la barriere épidermique.

Les brQlures sont la conséquence d’'une agressamitjue, électrique ou chimique. Elles
sont particulierement graves chez l'enfant qui e&ttime de nombreux accidents
domestiques. Les brllures de I'enfant arriventrersieme position aprés les traumatismes et
les intoxications, mais elles occupent le deuxi¢arg de la mortalité accidentelle (environ
80 déces/an en France), et le premier rang de Ibidite@ accidentelle en raison de la

longueur des hospitalisations, de I'importancesfepielles et des handicaps.

Ces brllures provoquent des séquelles lourdestidomelles et esthétiques, des douleurs
physiques intenses, une culpabilité chez les parene angoisse et du stress non seulement
pour I'enfant mais aussi pour la famille et les sumiioches. Les cicatrices de la bralure et du
site donneur d’'une greffe de peau fine restentgmtés tout au long de la vie. Pour cette
raison le choix approprié d’'un traitement est eisepour minimiser la douleur dans les
phases aigués et améliorer les résultats desicesatsur le long terme. Ainsi, le traitement
approprié des plaies est obligatoire ; diversesatitgd thérapeutiques ont été utilisées pour

améliorer et accélérer la cicatrisation.

Le traitement des patients avec une brllure graseerun probléme clinique difficile, non
seulement en raison de I'ampleur des lésions gluibtais aussi en raison de la petite surface
de peau saine disponible pour le remplacement damge zone cutanée détruite. Des progrés
substantiels dans les unités de réanimation powgefion d’'un état de choc, du risque
infectieux et des troubles métaboliques ont comaldément amélioré la prise en charge des
brhlures aigués. Toutefois, les procédures thétapes en vue du remplacement de la peau
détruite ont peu évolué. Si les brllures ne sostrppidement fermées, la malnutrition, les
déperditions hydro électrolytiques et linvasionctBaenne ouvriront la voie a des

complications importantes.



La transplantation de kératinocytes a marqué umémi dans la greffe de peau, et avec une
transplantation autologue les tissus blessés peéwenrestaurés sans encourir le risque d'un

rejet.

Initialement, notre projet a commencé avec la $éclOalternatives qui cherchait des
pieces opératoires pour disposer des kératinocyies. cellules permettenn vitro, de
construire un épithélium en 3 dimensions (3D) etedter I'activité de différentes molécules,
dont les cytokines identifiées dans la peau inflatwine. Le LITEC (Laboratoire
Inflammation Tissus Epithéliaux et Cytokines) denilersité de Poitiers, qui travaille en
étroite relation avec Bl@ternatives, est associé a ce projet. Grace a une évaluation
guantitative et qualitativen vitro, nous nous sommes rapidement rendu compte que les
kératinocytes de prépuce de I'enfant ont une farépacité de prolifération et de

différenciation, bien supérieure a celle des kbdoatytes issues du tronc chez I'adulte.

Ces observations nous ont incités a proposerigatibn des kératinocytes de prépuce comme
une source potentielle pour assurer la couvertpiceémique des bralures chez les garcons. Il
reste a trouver un site donneur adéquat pourransplantation autologue chez les filles : un
tel site pourrait étre la région auriculaire cangte d'une peau fine et qui laisserait une

cicatrice cachée...



INTRODUCTION

1. GENERALITES SUR LA PEAU

La peau comporte un épithélium de revétement, d&épne, d’origine ectodermique et une
couche de tissu conjonctif d’origine mésodermidaajerme. L’'épaisseur cutanée (derme et
épiderme) varie en fonction de la localisation: @@ pour le pavillon de l'oreille et le pénis,
0,7 mm pour une paupiére supérieure, 1,6 mm poaipeau rétro auriculaire, 1,9 mm pour la
région inguinale, 2 mm pour le cuir chevelu et 8i& pour le dos. Sous la peau se trouve
’hypoderme, tissu sous cutané. C’est un tissuaranijf associé a des amas d’adipocytes
(pannicule adipeux), qui relie de fagon soupledaipaux organes sous jacents. Dans la peau,
des cellules épithéliales mais aussi des cellulesunitaires, conjonctives, musculaires,
vasculaires et nerveuses sont présentes a cotérdbreuses annexes : poils, ongles et

glandes exocrines (Harvey 2005, Della Volpe et0dl2).

2. LEPIDERME

Du grec epi (sur) et derma (peau) désigne la cosaperficielle qui assure la fonction de
protection et recouvre le derme. Il est constitién dépithélium malpighien kératinisé
organisé en couches successives (basale, épingnaseileuse et cornée). L'épaisseur de
I'épiderme varie en fonction de la localisatione 8,05 mm au niveau de la paupiére
supérieure ou la région inguinale, 0,07 mm damgd#on rétro auriculaire et du cuir chevelu,
0,08 mm pour le pavillon auriculaire, 0,16 mm pderpénis et 0,9 mm pour la région

plantaire (Della Volpe et al 2012).

2.1 LES KERATINOCYTES

Les kératinocytes représentent la population ntajoei de I'épiderme (90 a 95%) et assurent
la cohésion de par leur cytosquelette et les sysgattadhésion qu'ils établissent entre eux et
la matrice extracellulaire (desmosomes et hémidesmes). lls forment une barriére entre le
milieu extérieur et le milieu intérieur, et protég€organisme des agressions externes et des

radiations lumineuses grace aux mélanosomes. Aa d&lne protection mécanique,
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'épiderme est un organe immunitaire majeur etrinémt dans une fonction sensorielle

essentielle, le toucher. Les autres types celkgaépidermiques sont les mélanocytes, les
cellules de Langerhans et les cellules de Merképiderme ne contient ni vaisseau sanguin
ni vaisseau lymphatique, mais renferme de nombsetgseninaisons nerveuses libres (Heath
et al 2013). Chaque population cellulaire du revétet cutané exerce un role clé. Dans cette
introduction, nous évoquerons plus particulieremamtlace des kératinocytes et des cellules

immunitaires.

2.1.1 LES CELLULES BASALES

Séparé du derme par une lame basale, I'épidermaégénere continuellement. Ce
« turnover » constant est réalisé a partir de lesllde la couche basale. Cette couche basale
contient les cellules souches épidermiques, de 2 18n, qui expriment des marqueurs
membranaires comme l'integrind, et des marqueurs de cytokératine comme la K&8. C
cellules souches sont présentes chez I'enfantdtlte, et des cellules souches équivalentes
ont été identifiées dans la plupart des organaspehu, l'intestin, I'os, la moelle osseuse, le
foie, le cceur, le cerveau, le pancréas... Au nivealadpeau, ces cellules représenteraient
0,01% de la population cellulaire épidermique ktse$’organisent par unité proliférative dans
laquelle une cellule souche est entourée par ureend de cellules basales (figure 1). Trois
compartiments cutanés les abritent : la membrasaléalans un foyer inter folliculaire, le
follicule pileux et la glande sébacée. Les kératyes de la couche basale de I'épiderme au
contact de la jonction dermo-épidermique formerd sieule assise de cellules cylindriques de
6 a 10um a noyau allongé, dont le grand axe est perpelailiela la membrane basale. Ces
cellules ont une forte adhérence avec le collageén@-ortunel et al 2003, Schneider et al
2003, Kaur 2006, Doma et al 2013). Une cellule beymrésente un haut potentiel prolifératif,
une grande capacité a s'auto-renouveler et peuti\dser d’'une maniére symétrique ou
asymeétrique (figure 2). Lors d’'une division symgae, (20% des cas) la cellule souche donne
2 cellules souches semblables ou 2 cellules proges semblables « transit amplifying». En
revanche, lors d’'une division asymétrique (80% ckes), la cellule souche se divise en une
cellule souche et une autre cellule qui va se mifféier. Les cellules filles progénitrices vont
entamer un processus de différenciation terminades vdes cellules différenciées. Ce
processus est dénommeé kératinisation ou cornibisgiiavker at al 2000, Potten et al 2002,
Kulukian et al 2013).
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Figure 1.Organisation d'un épiderme murin avec cekule souche (en jaune) pour 10 kératinocytesupas
(Kulkian et al 2013).

12
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Figure 2. A Le renouvellement de I'épiderme estii@spar les kératinocytes souches. Ces derniesegest
deux propriétés : celle de se diviser activementede de se différencier. (a) Lors d’'une divisesymétrique,
une cellule reste sur place (PC: progenitor dalfjdis que l'autre migre vers la couche supéri¢D@ :

differentiated cell), ou elle va donner les diffftetypes de cellules épidermiques. (b, ¢) Lorsie’division
symétrique, chaque kératinocyte donne naissaneerackllules filles identiques. B (a) au stade smbnaire,
les divisions symétriques le long de la membrarmsaleasont fréquentes pour former la premiere as@ie
Ensuite les divisions asymétriques deviennent pré@mnte pour la stratification cutanée. Ces dinssi
horizontales ou paralléles a la membrane basalessws le contrdle des protéines et du micro enmement
cellulaires (Kulkian et al 2013). C (a, b) Lors &e stratification, les kératinocytes n'exprimenugplles
marqueurs type integrines et expriment les marguder différenciation épidermique (filaggrine, loine et
involucrine) (I-STEM : Institut des cellules soushgour le traitement et I'étude des maladies moniggés.
Inserm, Université d’Evry-Val-d’Essonne).
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Les cellules souches quiescentes n’expriment gagdees marqueurs de la prolifération et de
la différentiation épidermique, et elles exprimdas genes bloguant la va¥TCH, la voie
WNT, la voieSHH, la voie de I'insuline, la voie dBGF, la voie JAK/STAT, BMP et TGF-4
(Schluter et al 2011). Des études in vivo montrpré des facteurs de transcription exprimes
au niveau des cellules souches sont importants yooeiprolifération épidermique normale.
Ainsi, la perte tissulaire épidermique est impaachez les souris déficitaires en p63 (Mills
et al 1999, Yang et al 1999, Koster et al 2004al&ment, la surexpression @amyc conduit

a une hyper prolifération inter folliculaire épidague avec une perte de la différentiation des
kératinocytes (Waikel et al 2001, Frye et al 20@&3)fin, la délétion d&ac-1 est responsable
d’une réduction importante de tissu inter folligtéa(Benitah et al 2005) et celle @ejun et
Junb conduit a la dérégulation de la régénération épidtpie médiée pdegf7 (Szabowski et

al 2000).

La membrane basale assure le support mécaniqud adlesion de I'épiderme et détermine
I'organisation spatiale des kératinocytes. C'est barriére sélective permettant le contréle
des échanges moléculaires et cellulaires entrgldes compartiments, et qui joue un réle
fondamental lors de la cicatrisation.Quatre zonast €lassiquement distinguées dans la

jonction dermo-épidermique, de I'épiderme versdamnk :
1. La membrane plasmique des cellules de la cobabale de I'épiderme.

2. La lamina lucida d’'une épaisseur de 20 a 40 minegt traversée par des filaments
d’ancrage de diametre 5 a 7 nm, riches en lami@B# (anciennement laminine 5) et311
(anciennement laminine 6) qui se lient a la porttracellulaire de I'intégrine6p4 a la
surface des kératinocytes. Entre les hémidesmosdegdilaments d’ancrage sont moins
abondants et leur composition est différente, pugsqest l'intégrinea3pl qui est alors

associée au complexe laminine332-laminine 311 daZiennement laminine 7).

3. La lamina densa, d'une épaisseur de 30 a 60 estnmajoritairement constituée de
collagene IV mais également de laminines 511 (amement laminine 10) et 321, de
nidogene, et de protéoglycannes, en particulierpéelecane. Elle constitue une zone
d’ancrage intermédiaire pour les filaments issu$'@@derme et les fibres issues du derme

papillaire.

4. La zone fibrillaire, la plus profonde, compredes fibres d’ancrage de collagéne VII,
d’'une épaisseur de 20 a 60 nm, qui s’élargisséetiraextremité et présentent sur leur partie

médiane des bandes de périodicité irréguliere damises et épaisses, soit fines et claires. Ces

14



fibres font le lien entre la lamina densa et lesqpes d’ancrage dans le derme papillaire
(figures 3, 4) (Watt et al 1994).Les hémidesmosoqueselient la cellule basale a la jonction
dermo épidermique en ancrant le cytosquelette datikés, se composent de trois plaques
denses.Une plaque interne a laquelle sont religdildenents intermédiaires des cytokératines
(K5 et K14) par l'intermédiaire de la plectine et dantigéne de la pemphigoide bulleuse
(BP230 ou BPAG1). Ensuite, une plaque externe éecalla membrane cytoplasmique qui
contient les parties cytoplasmiques de BP180 & deus unité b4 de l'intégrinép4. Enfin,
une plague sous-basale dans la lamina lucida, fopaé la jonction entre les deux protéines
transmembranaires, I'intégringép4 et 'antigene de la pemphigoide bulleuse BP1304B2

ou collagéne XVII) et la laminine-332 (Villone dt2008, Breitkreutz et al 2009).
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Figure 3. Représentation schématique de la jond@&mo-épidermique. E Burty, biologie de la peau.

Les filaments d’ancrage constitués de la laminid2 & de la partie extracellulaire de BP180
partent de la plaque sous-basale, traversent lmdahacida pour se connecter aux fibrilles
d’ancrage au sein de la lamina densa. La fonctiadh&ésion des hémidesmosomes est donc
assurée par des interactions entre les filametesmédiaires de kératines (K5 et K14), la

plague dense (BPAGL1 et plectine), les fins filamediincrage (intégrines et BPAG2), la
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lamina densa (laminines 332 et 311), les fibrilencrage (collagene VII) et les fibrilles de

collagéne (type | et lll) du derme papillaire.

2.1.2 LA DIFFERENCIATION KERATINOCYTAIRE

Les cellules souches sont dénommeées selon leurdigggine : cellules souches de la moelle
osseuse, hématopoiétique, endothéliales, dermigimdermiques, etc... Le passage des
kératinocytes de la couche basale a la couche ég@nest caractérisé par un changement
d’expression des kératines (K5, K14, K15, K19) veele de kératines épidermiques supra
basales (K1, K10) et par la production des marquela différenciation (figure 4). Les
kératinocytes différenciés s’engagent a formerdesches supra basales et les premiéres
couches sont spineuses. Les cellules épineusesrib®ma 4 assises en peau fine et 5 a 6 en
peau épaisse. Elles sont polyédriques a noyaudirebrsemblent, sur les préparations ou il
existe une certaine rétraction du cytoplasme, abé@® entre elles par des épines. Cet aspect
épineux est du a la présence des desmosomes. ®aytoplasme des cellules épineuses, les
trousseaux des tonofilaments en kératine sont tenelire les plagues denses des

desmosomes et participent au maintien de la cohés I'épiderme (Blitterswijk et al 2008).

Dans la couche granuleuse, les kératinocytes a@brajteignant 2jum de grand axe et
forment une a deux assises de cellules en peautfinie a quatre en peau épaisse. Les
cellules sont aplaties, leur noyau est paralldie janction dermo-épidermique et possede un
cytoplasme rempli de granulations. Ces grains datéByaline sont des plages étoilées, sans
membrane limitante, trés denses aux électronsnémtient associées aux tonofilaments. La
molécule de kératohyaline est la profilaggrineylla également dans le cytoplasme des
kératinosomes qui sont petits, ovalaires, entodiése membrane et présentent une striation
périodique ou alternent des bandes sombres fineestbandes claires plus larges. A la
jonction entre la couche granuleuse et la coucheéep au niveau du pdble apical des
kératinocytes, les corps lamellaires fusionnentdaemembrane plasmique et déversent leur
contenu lipidique dans les espaces inter-cornéwmegtalLes lipides présents dans les corps
lamellaires sous la forme de structures discoidalas fois libérés, fusionnent pour constituer
d’amples lamelles qui se superposent parallele@émsurface des cornéocytes et forment un
ciment intercornéocytaire compact qui joue un rélé dans la fonction « barriére » de

I'épiderme et assure I'étanchéité. Les lipides glesiules lamellaires vont étre modifiés dans
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les espaces intercornéocytaires en céramidesesaléacholestérol et acides gras libres par

des enzymes spécialisées.
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Figure 4.Architecture cellulaire de I'épiderme et les prypaiix composants du cytosquelette épidermique. (A)
marqueurs moléculaires kératinocytaires clés (eim) ret mécanismes de régulation et de l'activité de
signalisation (en bleu). (B) Principaux élémentcyinsquelette dans les kératinocytes et moyeits dehésion
épidermiqueFuchs et al. Cold Spring Harbor Symposia on Quathté Biology, 2008.
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Dans la couche cornée, la profilaggrine se transfoen filaggrine pour former la matrice
cytoplasmique des cornéocytes trés allongés de 4Dem. Comme son nom l'indique, la
filaggrine est capable d’agréger des filaments.e Eist responsable du passage de
'organisation en trousseaux a une organisationré&eau. Ensuite, la filaggrine est
protéolysée en acides aminés polaires libres, @e agocanique et en acide pyrrolidone
carboxylique qui constituent les facteurs hydratardturels en surface. L'enveloppe cornée
contient d’autres molécules, parmi lesquelles les gonnues et les plus étudiées sont la
loricrine et l'involucrine. La desquamation, quiraspond a la libération des cornéocytes,

résulte de l'activité¢ d’enzymes de la famille de tigpsine et chymotrypsine qui sont
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responsables de la destruction des attaches ioteéacytaires et de la desquamation
(Boutonnat 2007). Normalement, une cellule kératyaire met un mois pour passer de la
couche basale a la couche cornée lors d'un proselsdifférenciation. Au dernier stade, les
kératinocytes ne sont plus vivants : ce sont diégles mortes par apoptose. Pour obtenir des
kératinocytes a partir des cellules souches, @desuixin vitro ont été réalisés en employant
un cocktail de cytokines exogenes, de facteursrdissance, de produits chimiques et une
matrice extracellulaire (ECM), qui exerceraient aedon non spécifique pléiotropique sur la
différenciation de cellules souches en plusieugsdes. En utilisant une telle approche,
Coraux et al en 2003 ont obtenu I'engagement dadesesouches murines dans la lignée
kératinocytaire en présence d'un cocktail combitangrotéine morphogénétique osseuse 4
(Bmp 4), de l'ascorbate et des fibroblastes humains einsiNIH-3T3. Néanmoins, les
auteurs ont signalé un degré élevé (80%) de diftéaion non spécifique en plusieurs
lignées non caractérisées. Récemmaes kératinocytes humains ont été obtenus a pledir
cellules souches en modifiant le protocole de celpré existant. En 2009, Guenou et al ont
obtenu des kératinocytes humains (K-CSEh) issusligeées souches (ESC) H9 (Wicell,
Madison, Etats-Unis) et SA01 (Cellartis, Gotenh@geéde)mises en culture avec BMP4 et
'acide ascorbique pendant 40 jours. Cette étudatraoune perte progressive des genes
OCT4 et NANOG, marqueurs des cellules pluripotentes en cultptes une expression
transitoire des cytokératines K8 et K18, suiviel'f@luction et du maintien de K5 et K14.
Ces kératinocytes possedent tous les marqueursangrde la différenciation et produisent en
culture un épiderme pluristratifie qui a pu étreeffFg avec succes chez des souris
immunodéficientes. En outre, les K-CSEh ont montné faible expression des antigénes
HLA (figure 5).

hESCs ChESCs Stratification Epidermis

J J v/ J

0 20 40
| |

»
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Days in vitro

| FAD medium-+ascorbic acid and BMP4 ‘ | FAD medium ” EpiLife medium-+Ca®* ‘
Pluripotency markers
OCT4INANOG ._/,/
Epithelial cell markers
Keratinocyte markers
Stratification markers
Keratin 10/involucrin 4‘

Figure 5. hESCs: human embryonic stem cells. K-hEES@ratinocytes derived from hESCs. BMP4: bone
morphogenetic protein 4. Guenou et al. Lancet 2009.
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Nous avons cité les travaux et les procédures guiemt une cellule souche vers le stade
ultime de la différenciation, mais le schéma ineeest aussi décritn vitro, des cellules
matures peuvent engendrer des kératinocytes saaes conditions de culture. Les progrés
récents dans ce domaine sont saisissants, Yamanak@08 (co-récipiendaire du Prix Nobel
2012 avec John Gurdon) a montré que l'introduadi®guatre gene©¢t-3/4, Sox2, c-Myc et
KIf4) dans une cellule fibroblastique pouvait reprogren la cellule vers un état
embryonnaire. Le défi dans les années a venir stamaia transférer effectivement toutes ces
avancees a la pratique clinique de routine (figeye(Uitto 2011). Dans notre pratique
chirurgicale quotidienne, nous avons choisi de pécer les cellules souches épidermiques a
I'aide d’'une biopsie cutanée de faible surface bjéotif étant d’employer ces cellules dans la
cicatrisation des plaies et des brllures chezr&mes.

Reprogramming with Differentiation to Assembly o ;)Cw
transcription factars keratinocytes ~ ) epidermis >/ﬂ, }9\ Epidermis
g Arerd Ubnd VoS!
coric oy (MY SOK2 (RA, BMP4) /3
omaic ce QCT4, KLF4i iP . g
(fibroblast) J ﬁ 1M
~= | Dermis

Figure 6. iPS: induced pluripotent stem, RA:meit acid, BMP4: bone morphogenic protein-4, BMZ :
basement membrane zofgJitto 2011).

3. LE DERME

D’origine mésoblastique, le derme est le tissu@ocif qui soutient I'épiderme et le rattache

au tissu cellulaire sous cutané. La surface du eeest tres irréguliere; elle présente de
nombreuses projections (papilles dermiques) quml®iquent avec des projections

épidermiques (crétes épidermiques). Ces papilless pombreuses dans la peau souvent
soumise a des pressions, augmentent et renforeefinttion dermo-épidermique. Les

cellules dermiques sont plus abondantes dans Imedgrapillaire que dans le derme
réticulaire. Elles forment deux populations : urepyation comprenant les fibroblastes et
fibrocytes qui, en produisant la matrice extradalte, fournissent la structure de base du
derme, et une population de cellules d'origine hépaiétique faisant partie intégrante du
systeme immunitaire (les cellules dendritiques dgues, les cellules plasmacytoides

dendritiques dermiques, les lymphocytes, les mgi#eet les macrophages) que nous allons
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evoquer dans les paragraphes suivants. Le dermeossgé d'une couche papillaire
superficielle et fine, tissu conjonctif lache, ickn cellules, et d’'une couche réticulaire plus
épaisse, dense, irréguliere, contenant surtout flees de collagéne | et des
glycosaminglycanes (GAG) et moins de cellules. Darderme sont également présentes des
fibres élastiques, les plus épaisses dans la caéticalaire profonde et les plus fines situées
vers la surface. Au cours du vieillissement, |dwefs de collagéne s’épaississent et se
fragmentent; les fibres élastigues augmentent déhlen nombre et en épaisseur, puis
disparaissent ce qui entraine la perte de la ssslet I'apparition des rides. Enfin, le derme
contient un important réseau vasculaire et lympjoati des glandes sudoripares et sébacées,
des follicules pileux, et une riche innervationshaisseaux n’existent que dans le derme et
'hypoderme; I'épiderme est un épithélium non vdadsé dont la nutrition s'effectue a
travers la lame basale par diffusion. Il existexdplexus artériels: le plexus superficiel est
situé entre la couche papillaire et la couche uéire; le plexus profond entre le derme et
I’lhypoderme. De fines branches quittent ces plestusscularisent les papilles dermiques. Ce
réseau est complété par 3 plexus veineux, deuesmondent aux artérioles et un se situant
au milieu du derme. Les anastomoses artério-vegseysont fréequentes surtout dans la peau
épaisse: elles ont I'aspect d’'un canal tortueuxssamt l'artériole a la veinule et faisant
communiquer les plexus profonds et superficiel,esEtonstituent un court-circuit possible
qui permet la variation du débit sanguin et pgdat a la régulation thermique. Les
lymphatiques sont des sacs borgnes situés au noeamique; ils forment deux réseaux
paralleles aux plexus artériels, superficiel etfqund. Il est intéressant de signaler une riche
vascularisation et innervation du bulbe follicudagt plus particulierement d’'une zone élargie

sous la glande sébacée, le « bulge » (Boutonnat)200

4. LES CELLULES IMMUNITAIRES ET LES CYTOKINES DANS LA PEAU

Longtemps, la peau a été décrite comme une singitéebe de protection physique. Cette
notion a été completement bouleversée par les warmees actuelles qui démontrent un
puissant pouvoir immunitaire inné et adaptatif dgéau. C’'est depuis les années 80 que la
notion de SIS « Skin Immune System » s’impose esystqui présente la premiére ligne de
défense face aux agressions extérieures (Nestle2609).
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Ce systeme englobe une composante cellulaire fopaédes kératinocytes, les cellules
dendritiques, les monocytes/macrophages, les greytals, les mastocytes, les lymphocytes
et enfin les cellules endothéliales (figure 7).
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Figure 7. Présentation schématique des populatielislaires dermo-épidermiques. Bos et Luiten. St
20009.

Outre cette composante cellulaire, il existe unenmamsante humorale liée aux réponses
immunes innées et acquises formée @eslefensines, des cathelicidines (LL37), des
molécules du complément, des immunoglobulines, dgsekines, des chimiokines, des
prostaglandines, des neuropeptides et des radidanes. Avant d’évoquer rapidement les
cellules immunitaires, nous commencerons par kdtptace des kératinocytes dans la défense
de I'organisme. Les kératinocytes, majoritairesaeau épidermique échangent avec toutes
les populations cellulaires et avec leur environaeimlls sont sensibles a de nombreuses
cytokines et en produisent un grand nombre, avex idglications importantes anti
microbiennes et inflammatoires. lls sont capablesecréter des cytokines, des nombreuses
chimiokines et des protéines anti infectieuses (8X0 S100A8, S100A%-defensines 1 et
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2...) induites par les cytokines (IL-22, IL-17A et dt 'OSM). Egalement, ces cellules
secretent les facteurs nécessaires a une régénéiasulaire (MMP-1 et 2, CXCL5) induits
par les cytokines IL-22, OSM et TNF (Boniface et28l05, 2007, Guilloteau et al 2010,
Sonnenberg et al 2010). Ce systéme cutané immunitaivaille en symbiose avec le micro
environnement. Dans les conditions normales, lesébas saprophytes de la peau telle S.
Epidermidis, par leur sécrétion PSM « phénol-s@ubhodulin » collaborent avec les

kératinocytes qui sécretent gsléfensines pour la lutte contre I'infection (figus).
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Figure 8. PSM: phénol-soluble modulin, IRF: IFN-u&gory factor, JNK: C-JunN-terminal kinase, LTA:
lipoteichoic acid, MyD88: myeloid differentiatiorrimary response gene 88, TLR: Toll-like receptoRAF:
tumor necrosis factor receptor-associated factRiFT TIR-domain-containing adapter-inducing IFBIN-

Gallo et al. J Invest Dermatol 2011.

Cette coordination devient plus sophistiquée lousel effraction cutanée. Par la sécrétion de
LTA «lipoteichoic acid », le role du germe saprgighdevient essentiel pour éviter un
processus inflammatoire exagéré source d’'une @atitn néfaste et de trés mauvaise qualité
(Gallo et al 2011). Ces données nous menent eigpeatlinique a employer avec parcimonie
les antiseptiques et les désinfectants cutanésdesssoins des plaies pour épargner les
saprophytes. Par ailleurs, au cours d'une atteoutanée et une lyse cellulaire, les
kératinocytes liberent aussi certaines cytokine&dl IL-33... (DAMPs : Damage-associated
molecular patterns) qui serviront d’alarmines asté&ye immunitaire (Chen et al 2010).
Egalement, sous certaines conditions et apresvaitin de I'inflammasome par les UVB, la
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caspase-1 va cliver le pro Il et libérer I'lL-13 dans sa forme mature par les kératinocytes.
Ce phénomeéne expliquerait I'apparition d’'une réactinflammatoire, lors d’'une brdlure
superficielle en absence d’infection (Yazdi et2810). Enfin, les kératinocytes activées, en

particulier par I'lFNy peuvent jouer le role de cellule présentatricéadgigene.

4.1 LES CELLULES DENDRITIQUES DE LA PEAU

Les cellules dendritiques d'origine hématopoiétiggent des cellules spécialisées
présentatrices de I'antigene. Elles englobent delmeuses populations cellulaires avec des
phénotypes et des fonctionnalités complexes (esllgle Langerhans, cellules dendritiques
dermiques, cellules plasmacytoides dermiques...).dedlsles dendritiques de Langerhans
représentent la troisieme population cellulaird’égiderme en composant (5% vitro, les
cellules dendritiqgues peuvent étre produites arpdet précurseurs CD34+ de la moelle. Ces
cellules migrent vers la peau, s’y installent etcguiérent leur morphologie dendritique et un
phénotype spécifique. Ainsi, au niveau épidermidas, cellules de Langerhans possedent
'E-cadhérine et I'antigene Lag (associé aux grasule Birbeck). Elles expriment également
beaucoup d’autres marqueurs, au premier rang disstsemolécules de classe Il (et 1) du
CMH et le CD1a, utilisés en routine pour les idiémti Elles se caractérisent par un réseau
peu dense de filaments intermédiaires (vimentuneyeticulum endoplasmique et un appareil
de Golgi tres développés et surtout par la préspateognomonique de granules de Birbeck
en raquettes. Ces granules disparaissent quancklletes de Langerhans migrent dans le
derme, si bien que ni les cellules voilées dermsgueles cellules interdigitées dans le cortex
lymphatiques n’en contiennent. Une des fonctioniacjpales de ces cellules dendritiques
immatures est de capturer les exoantigenes paidades endosomes, de les appréter et de les
réexprimer en surface avec les molécules de cladsedu complexe majeur
d’histocompatibilité¢ (CMH) et des marqueurs de timglation (CD80-CD86). Elles
deviennent alors matures et expriment le récemtewschémokine CCR7 pour migrer vers les
zones riches en cellules T et former avec elleswsynapse immunologique » (Randolph et
al 2008, Colonna et al 2010).

Sous l'influence d’'IL-1, TNF, IFN et TSLP ces DCtigées vont sécréter des combinaisons

de cytokines (IL-1, IL-6, TNF, IL-12 et IL-23) elans ce contexte, des lymphocytes Thl,
Th2 ou Th17 seront induits. En outre, les macrophagsidents en synthétisants de I'lL-10,
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maintiennent I'expression du facteur FoxP3 (forkhbax P3) au niveau des T régulateurs.
Ces macrophages favorisent la réparation épiteélet exprimant le HB-EGF et la

prolifération fibroblastique par la sécrétion deH3zt de PDGF.

4.2 LES LYMPHOCYTES RESIDENTS DE LA PEAU

Nous savons aujourd’hui que les lymphocytes soasgnts a I'état normal dans le tissu
cutané et sont détectables grace au marquage GD&rhpartiment lymphocytaire cutané a
été évalué a 1 million de cellules par cree qui représente le double des cellules T
circulantes (Clark et al 2006). Les lymphocytes mies de la peau expriment
majoritairement I'antigéne cutané lymphocytaire £gIqui est un ligand pour les sélectines P
et E. Les cellules T exprimant CLA, expriment égaat le CD45R0 et n’expriment que peu
le CCR7. Dans un environnement cytokinique spéeifides cellules dendritiques évoquées
dans le paragraphe précédent jouent un réle mdgms la stimulation et la différentiation

orientée des T naifs (figure 9).
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Figure 9. TN: naive T cell, TLR2: Toll-likereceptar Sonnenberg et al. Nature Immunology 2011.
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Initialement, deux phénotypes cellulaires T ontdeérits : les cellules Thl (STAT4, T-bet :
Thox expressed in T cell) qui produisent principedat de I'lFN/ et les cellules Th2
(STAT6, GATAS3) qui produisent 'lL-4, IL-5 et IL-3®t expriment CCR4 et CCRS8 (Clark et
al 2010). Ensuite, les cellules T régulatricesdgl: CD4+, CD25+) qui expriment FoxP3
(Forkhead transcriptional repressor) sont venueffeétle groupe au niveau peériphérique
(Josefowicz et al 2009). En 2006 les TH17 qui erpnt CCR6 (RoR: orphan retinoid
receptor) ont été identifies (Bettelli et al 200Bnfin, les Th22 (AHR : aryl hydrocarbon
receptor) qui produisent I'lL-22, jouent égalememt réle dans l'inflammation cutanée
(Duhen et al 2009). Notons au passage que les pimtuisent aussi de I'lL-22 (Bernard et al
2012, Lecron et al 2013).

4.3 LES FACTEURS DE CROISSANCE ET LES CYTOKINES DA PEAU

Les connaissances des mécanismes moléculaireBuddioes dans la cicatrisation des plaies
et la régénération tissulaire ont conduit a I'séiion des facteurs de croissance dans le
traitement des lésions cutanées. L'identificaties dolypeptides connus comme facteurs de
croissance et/ou cytokines et leur réle dans latggation datent de plusieurs décennies.
Toutefois, leur potentiel comme agents thérapeatiquans la cicatrisation n'est pas encore
clairement élucidé. L'epidermal growth factor (EG¥onstitue I'un des premiers facteurs de
croissance deécrits, dont I'identification a appdgéPrix Nobel a Stanley Cohen en 1962.
L’EGFest un mitogene pour les cellules épithélialegsothéliales et endothéliales. Il
accélére la ré-épithélialisation, la prolifératiem la résistance du derme. Il intervient
favorablement dans la cicatrisation endothélialelpaiais du vascular endothelial growth
factor (VEGF), médiateur primordial de l'angiogéeé<e dernier stimule également
I'épithélialisation et la déposition du collagénand le derme. Le Platelet-derived growth
factor (PDGF) est un médiateur clé dans la cicgtida des plaies, a été le premier facteur de
croissance recombinant (rh PDGF) approuvé pourappdication topique visant a accélérer
la fermeture des plaies. Le PDGF est libéré paplaguettes et sécrété par les macrophages
activés. Sa production est importante dans les iprerstades de la réponse inflammatoires,
avec un pic important au 3° jour. Dés le début @ecitatrisation, le PDGF a un réle
chimiotactique et mitogéne pour les fibroblastessitte, il stimule la différenciation des
fibroblastes, puis est impliqué dans la phase deodelage. Dans la grande famille du

fibroblaste growth factor (FGF), le réle du basiéF(BFGF) dans la cicatrisation des plaies a
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été démontrén vitro et in vivo. Il active les macrophages, augmente la productien
composants de la matrice extracellulaire, stimude pkolifération des fibroblastes, la
prolifération des cellules endothéliales et I'aggitese. L'acideFGF (aFGF), analogue par ses
propriétés biologiques au bFGF, stimule egalemanprolifération des fibroblastes et des
cellules endothéliales et accélere la cicatrisagbnl'angiogenése. Ainsi, l'utilisation de
'aFGF recombinant (rh aFGF) sur un site donneudweth bFGF bovin sur une greffe de
peau fine induit I'accélération de la cicatrisatifihu et al 2000, Ma et al 2007). Le
kératinocyte growth factorl (KGF-1 : FGF7), un auttembre de la famille FGF, favorise la
ré-épithélialisation par ses effets sur la prodéifem et la différenciation des cellules
épithéliales et l'inhibition de l'apoptose. KGF-2nwile également la réépithélialisation, la
formation de tissu de granulation et le dép6t dagene dans la plaie. L’administration par
voie intra musculaire de rhGH (growth hormon) aecglla cicatrisation des sites donneurs
(Herndon et al 1990). Le méme résultat est obsguad on administre le rhGH par voie
sous cutanée chez les patients brilés a 40% dacsucbrporelle (SC). Chez les patients
traités par GH, les auteurs ont noté un taux sygtérélevé d'IGF1 et une augmentation de
I'expression locale des récepteurs d'IGF-1 (Hernetioal 1995). De la méme maniéere, ce type
de traitement a démontré sa fiabilité et son efftéachez les enfants brilés (Ramirez et al
1998). L’Insulin-like growth factor (IGF) Il et ot des agents pro-anaboliques et anti-
cataboliques qui agissent sur de nombreux typeseliidles. Le nerve growth factor (NGF)
pourrait aussi avoir des effets prolifératifs ati-@apoptotiques sur les kératinocytes et les
cellules endothéliales et promouvoir la migratioes dfibroblastes (Radtke et al 2013).
D’autres facteurs interviennent dans la cicatrigattutanée. Les différentes isoformes du
transforming growth factor TGB1, TGF$2 et TGFB3 partagent un certain nombre de
fonctions telles que la stimulation de la prolitesa des fibroblastes, la production de
composants de la matrice extracellulaire et deséoutds d'adhésion. Le Granulocyte
macrophage-colony stimulating factor (GM-CSF) stenla ré-épithélialisation en favorisant
la migration et la survie kératinocytaire, la néasaularisation, et améliore la qualité et la
guantité de tissu de granulation a travers la fémaliion des cellules endothéliales (Ching et al
2011).

Différents auteurs ont étudié la présence de aasuesin vivo chez les patients brilés,iat
vitro dans les cultures cellulaires. Ainsi, dans la s&ates 24 sites donneurs de peau fine,
Ono et al en 1995 ont montré la présence constiEnggandes quantités de PDGF, d’IL-6, de
TGFa, de TGP et de faibles quantités d'EGF et de bFGF. Lestik@@ytes sécretent une

multitude de molécules biologiques actives qui gtboent a la réaction inflammatoire et a la
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guérison des plaies. Outre leur interaction intawec les cellules immunitaires, ils contrélent
le comportement des fibroblastes au cours de ktrigation par la sécrétion, I'activation ou
l'inhibition des cytokines et des facteurs de maige. Les kératinocytes sont aussi actives
par des cytokines comme I'OSM qui dispose du réxeptdu type 2 et induit une
phosphorylation de STAT3 (Boniface et al 2007). 8@ augmente la prolifération, la
motilité, I'expression des défensines et de la ipsore avec une altération de la
différenciation kératinocytaire. De méméy vitro, les kératinocytes soumis a [I'lL-22
acquierent un phénotype de psoriasis. L’étudegahstriptome montre que I'lL-22 et 'OSM
augmentent I'expression des protéines de la fan8il®0, du PDGFA, de CXCL5 et
diminuent I'expression des protéines de la différation. Si nous considérons en plus
I'hyperplasie épidermique et 'augmentation de [abitité, il s’avere que I'effet de I'lL-22 est
proche de celui de 'OSM, et d’autant plus quevieies de signalisation pour les 2 cytokines
sont presque équivalentes (STAT1, STAT3 et MAPK)r(iBace et al. 2005, 2007).

5. LA PEAU DE L’ENFANT

Notre étude sur les kératinocytes s’est principal@niocalisée sur la peau de I'enfant. La
peau de I'enfant posséde un épithélium pluri diéatiés la 2I"® semaine gestationnelle.
L’organisation cutanée en monocouche s'étale d&"lasemaine et jusqu'a 1&"¥ semaine,
ou I'ectoderme avec sa simple couche monocellutaiceuvre le mésenchyme (figure 10 a-
d). A la 16™semaine de gestation, une deuxiéme couche devightev(figure 10 e) et le
tissu conjonctif et les vaisseaux commencent afggehcier au niveau du mésoderme. Puis,
a la 2™ semaine, la membrane basale est bien individealiss mélanoblastes migrent
dans I'épithélium, le derme se distingue par usutisonjonctif l1ache qui surmonte un tissu
dense et 'ensemble couvre un autre tissu lacheegui’hypoderme. Enfin, les annexes
commencent a étre visibles. La matrice extra cahell dermique foetale est formée
principalement de collagene | avec un ratio coltegél / collagene | supérieur a celui de
'adulte. Les taux des glycosaminoglycanes, d’atigaluronique et de chondroitine sulfate
sont élevés également. Enfin, Jernix caseosa se développe avec la pluristratification de
I'épiderme. Il est formé principalement d’eau (80%g sébum et des cellules détachées de la
couche externe épidermique (Johnen et al 2Qi8)peau de I'enfant né a terme est donc
assez mature anatomiquement et fonctionnellemeganioins, elle posséde quelques

particularités. Apres I'élimination dwernix caseosa présent a la naissance, la peau du
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nouveau-né reste volontiers rouge pendanf'lentis. Le film hydrolipidique est insuffisant
pour protéger la peau de toutes les agressionseaxis. Cette peau devient par conséquent
plutdt seche et sujette aux irritations, notamnaenhiveau des plis.

R NN

c) 8 weeks, fetal

=6 4 - ‘.“-‘.J «-{& 'y 2’2&\_._ e
e) 10 weeks, fetal f) 18 weeks, fetal g) 21 weeks, fetal h) 9 adult skin

Figure 10. a-d Une assise cellulaire épidermiqguaanouche couvre le mésenchyme sous jacent. ellatese
commencent la stratification, une deuxieme couaransence a étre visible. g épithélium foetal pluratsié.
Johnen, Burns 2013.

5.1 LE PREPUCE

Comme nous le verrons ultérieurement, nous utdisetes kératinocytes préputiaux pour des
greffes de peau chez I'enfant. En théorie, touésszZones anatomiques cutanées peuvent
servir comme un site donneur, source de kératiescy@ependant, la qualité des cellules est
loin d’étre comparable d’un site a I'autre et nallens aborder ce sujet plus en détail lors de
notre exposeé. Pour notre pratique clinique, nowsattons le plus souvent a dissimuler les
cicatrices pour éviter les séquelles esthétiqueg t#s enfants. Notre expérience nous montre
gu’une cicatrice au niveau balano-préputial resteea discrete, bien cachée (figure 11). La
peau préputiale est fine, disponible, simple ambtet facile a manipuler. Selon 'OMS, plus
de 70 % de la population masculine mondiale possag&épuce, les 30 % restants ayant fait
I'objet d’une circoncision. La circoncision, duilatircumcisio, signifiant découper autour,
représente I'ablation du prépuce. Cette pratiqustexiepuis I'antiquité, le geste chirurgical
consiste dans sa forme la plus répandue, en liablédtale ou partielle du prépudaissant
ainsi le gland a découvert. Ce prépuce est unuédidpeau embryonnaire, un reste de la
formation de la verge, qui persiste a la naissahasst constitué d'un repli cylindrique de
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peau qui présente sur la face externe un épithékamatinisé et sur sa face interne un
épithélium non kératinisé. Le prépuce et le glamat sinis entre eux sur la face antérieure du
pénis par un repli de forme triangulaire appelénfde prépuce et sur toute la circonférence
par le sillon balano-préputial qui épouse par sméla couronne du gland. La circonférence
antérieure correspond au bord libre du prépuceappslle orifice ou anneau préputial. Les
premiéres années de la vie, cet anneau préputiabasent étroit chez I'enfant et ne permet
pas un décalottage facile source de « phimosi®ei I€présente un motif de consultation tres

fréquent en chirurgie pédiatrique.

Figure 11. piéce opératoire suite a une circongidian garcon de 4 ans.

5.2 BRULURES CHEZ L’ENFANT

Les données épidémiologiques indiquent qu’en Fratftaque année, environ 40 000 enfants
sont victimes de brdlures nécessitant des soinscanéd et 4 000 d’entre eux dont 1 500
nourrissons sont hospitalisés (Latarjet et al 1993ans la région Poitou-Charentes,
l'incidence des bralures est de 16 pour 100 000t#watls, dont 0,45/100 000 sont graves. Ces
brllures graves nécessitent une réanimation loegummplexe, a coté de brllures moins

séveres traitées lors d’'une hospitalisation ordénail en ambulatoire.
5.2.1 GENERALITES
Epidémiologie

La société francaise pour l'étude et le traitemdes brllures a publié en 1995 les
résultatsd’'une enquéte nationale sur les brilued&®dfant (Mercier et al 1995). Une enquéte
prospective a été réalisée sur 12 mois sur unelgtgu d’enfants brdlés agés de 0 a 15 ans,
hospitalisés soit dans les centres de brilés rateles enfants, soit dans des services de
chirurgie pédiatriqgue. Neuf cent trente-sept pasiemt été répertoriés, et cette population a
été comparée a la population générale des enfaraatven France (recensement de 1990).
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L’analyse descriptive a fait apparaitre que I'ebfi@nplus habituellement victime de bralures
en France est : un petit garcon (62 %) agé de nuw@rd7 mois (59 %), sans antécédent (88
%) ni notion de maltraitance, qui se brile a somidide (87 %). La brllure est occasionnée
par la projection d'un liquide chaud (53 %), leanfimes (17 %), I'immersion dans I'eau
chaude sanitaire (12 %), le contact des mains awveobjet chaud (9 %), les brdlures
électriques (7 %) et les bralures chimiques (1 k&)lésion qui en résulte est dans 50 % des
cas d'une surface limitée inférieure & 9 % de lgase corporelle (SC), elle peut étre
profonde, et nécessite une greffe dans 41 % deigases 12).

A B C D

Figure 12. A Brllure profonde par I'eau chaude caeznfant de 18 mois. B Brilure du deuxieme deagré
une flamme d’essence chez une fille de 4 ans. QuEr@u deuxiéme degré par immersion dans I'eaudda
chez un gargon de 7 mois. D Brillure de deuxiémeédeliez un enfant de 1 an sur l'insert d’'une chémin

Critéres de gravité

L'age : La regle de Baux [age + surface brllée )0 = déces] reste le meilleur critére
pronostique chez I'adulte. Il est strictement iséechez I'enfant. A étendue équivalente, plus
un enfant est jeune, plus le pronostic vital estvgr Les séquelles cicatricielles sont a
'inverse moins importantes chez le nourrisson.d&la de 18 mois, I'évolution des cicatrices
de brllures profondes se fait sur un mode hypértigue et entraine des séquelles esthétiques
et fonctionnelles, en particulier a cause du regeetent sur la croissance (Haller et al 2009).

L'étendue : Il est possible d’évaluer I'étendue ldebrlure, en sachant que la régle de
Wallace ou regle des 9, la plus employée, n'estapgicable chez les petits enfants. Il est

indispensable de disposer de schémas et de talaptéa.

Profondeur : On retient actuellement la classifocatsuivante : premier degré, deuxieme

degré, intermédiaire superficielle, intermédiaireofpnde et enfin troisieme degré.
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L’évaluation de la profondeur se fait sur I'aspdetla brilure. Seule I'analyse du sous-sol,
dans les 24 premiéeres heures, surtout la présemd@atmsence de douleur qui permet de
classer les brllures en superficielles ou profonées pratique, les brllures superficielles
(premier degré, deuxieme degré et intermédiaireerfigiel), se caractérisent par des
douleurs, une cicatrisation spontanée a partioodd fle la brilure et une absence de séquelles
;les bralures profondes (intermédiaire profond@isteme degré) sont strictement opposables
. elles sont indolores et ne peuvent cicatrisea guartir des berges de la brdlure. Les bralures
de premier degré cicatrisent en 48 heures, celleslalxieme degré en 10 jours, et les
bralures intermédiaires superficielles en 21 joues problemes des brilures profondes sont
trés différents : I'évolution spontanée de tellesidns est supérieure a 21 jours et les séquelles

sont majeures (figure 13)

A B C D

Figures 13. A Brllure du deuxiéme degré par eauddaB Brilure profonde par un feu de vétemenbeant
avec le briquet. C Brilure profonde par une flamsnée a une explosion d'un bidon d’essence dans une
cheminée. D évolution cicatricielle hypertrophiqdiene brilure profonde non traitée chez un enfantld
mois.

Siége : Les bridlures les plus graves atteignentligices naturels (voies respiratoires), les
mains, les plis de flexion et le visage. Les brédudu périnée posent des problemes de

cicatrisation en raison des fréquentes surinfest{figures 14).

A B C D

Figure 14. A brdlure du deuxiéme degré par I'eaauce. B brllure profonde sur l'insert d’'une cherain€
bralure profonde par immersion dans I'eau chaudeBrilure électrique profonde du pouce en jouamicawne
lampe.
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La brdQlure thermique est la cause quasi excluseseatimissions dans les services de soins
intensifs des brdlures de I'enfant (Linblad et @9Q, Marsol 1996). Les projections de liquide
agueux bouillant intéressent le visage, le trolesmembres supérieurs. Elles sont d’étendue
moyenne (11 % de SC) et touchent les enfants desnal@ 3 ans. Les brdlures par immersion
siegent sur les membres inférieurs, le périnééabddmen. Dans ce cas, les brdlés sont
souvent d’age inférieur a 3 ans, victimes de I'sanitaire délivrée par des robinets non
thermostatés, provoquant des Iésions plus étendlés% de SC en moyenne) et

significativement plus profondes du fait de la dudé 'immersion.

Les bralures par flamme sont observées chez lemenlies plus agés (age moyen : 89 mois),
plutét de sexe masculin. Elles sont les plus grapkes étendues (moyenne : 18 % de SC),
plus profondes, parfois associées a des Iésionkaldtion et associées a un plus grand risque
de déces (huit fois supérieur aux autres mécanjstoadrilure électrique est définie par le

passage du courant d’un orifice d’entrée a unaarifie sortie (électrocution).

5.2.2 PRISE EN CHARGE DES ENFANTS BRULES

La brdlure est un phénomeéne local et général, &sautt a la création d'un cedéme majeur au
niveau des tissus. Ce phénomeéne entraine linstalld'un choc hypovolémique responsable
d'une ischémie rénale, cutanée, mésentérique eigges De nombreux organes peuvent étre
la cible des médiateurs de linflammation. Une ilafece multiviscérale de trés mauvais

pronostic peut alors apparaitre. Ces derniéresndé&® les stratégies de traitement des
brllures étendues ont changé. Une approche chialegiavec une exérese précoce des
escarres et couverture cutanée de la plaie esé@rpour une meilleure survie des patients
(Atiyeh 2007). L’excision précoce avec greffe dewiane étape clé, avec la suppression des
tissus nécrosés brilés et la préservation dest&sus-jacents autant viable que possible. Ce
traitement non seulement diminue la libération d=iateurs de l'inflammation, mais aussi

permet de réduire la colonisation bactérienne, delager le syndrome inflammatoire

systémique et de réduire la fréquence des infext®ystémiques. Par conséquent, cette
stratégie de l'excision précoce est efficace sidmmage n'est pas trop vaste et s'il y a
suffisamment de sites donneurs intacts disponilid@hs cette situation, la transplantation

kératinocytaire peut avoir une place décisive damnsenal thérapeutique des enfants bralés.
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Si I'enfant est bralé grievement a la face, I'irditibn immédiate est indispensable (Lavaud et
al 1995). Les victimes d'incendie sont menacéedgmfumées toxiques et les intoxications
par le monoxyde de carbone et les produits cyaiipyes (caisson d’oxygénothérapie
hyperbare, hydroxycobalamine). Comme I'eau totafgasente 75 % du poids du corps chez
un nouveau-ne, la compensation hydroélectrolytigugolémique doit étre tres précoce et
adaptée. Le recours initial a un cathéter centodtl &re trés rapidement envisagé, parfois
méme a travers une zone brllée. Mettre en ceuvteait@ment antalgique fait partie de la
prise en charge en réanimation de I'enfant brQlg sien admission et le traitement des
douleurs prolongées spontanées par nociceptiorvergiincipalement de la morphine
délivrée 24 heures sur 24 (Latarjet et al 1995,déeret al 1995, Sharar et al 1998). Enfin, la
cicatrisation dépend aussi de [I'état nutritionnet un régime hypercaloriqgue et
hyperprotidique doit étre mis en ceuvre pour comgehignportant catabolisme protidique
(Ramirez et al 1998). Il faut obtenir le plus rapitent possible une cicatrisation de bonne
gualité chez un enfant en bon état général. Lutbertre la surinfection de la plaie, c’'est
préserver non seulement le capital de cicatrisatinais aussi le bon état général. Dans
certains services (Marsol 1996), le bain est pugtiquotidiennement chez tous les enfants,
méme chez les grands de 15 ans, et pendant legdleps jours, la plaie est exposée a l'air,
avec des pulvérisations de chlorhexidine a 0,6 %tetwles 2 heures. Des centres comme le
nbtre, optent pour les pansements fermés avectigfetous les 2 jours sous anesthésie

générale. Le lavage a I'entrée dans le servickatape indispensable.
Prise en charge chirurgicale

La détersion des brdlures élimine les zones néesosksi la détersion naturelle stagne malgré
les lavages, il faut y associer une détersion afumipar des enzymes protéolytiques et/ou
meécanique chirurgicale. Apres la détersion, il fabtenir un bourgeon propre et plat qui
favorise I'épidermisation. Durant cette phaseailtféviter les infections qui ralentissent le
bourgeonnement, ou au contraire lutter contre ymetbourgeonnement néfaste. Pour une
bralure profonde, I'épidermisation ne se fait qae les berges. Seules des brdlures de petite
surface peuvent s’épidermiser spontanément enterensi la surface est trop importante, il

faut recourir a une greffe épidermique (Blitterswikal 2008).

Parmi les multiples calendriers appliqgués pour gredfe de peau, il y a I'excision/greffe
précoce. Le principe consiste a exciser chirurgioant des plages de brialures profondes et a
les couvrir par une greffe de peau fine dans le ené&amps (Marsol 1996). Pour certaines
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equipes, le recours a cette pratique est moingragdique pour plusieurs raisons. Il faut que
I'enfant soit en bon état hémodynamique, car ueff@en phase précoce est traumatisante. Il
faut que I'on dispose de sites donneurs en quastitfésante. Par exemple, pour couvrir une
main compléte, il faut une cuisse. La principal#fidilté réside dans I'appréciation de la

profondeur, méme pour des spécialistes confirmés Xt al 1987). Le risque est de greffer
des zones qui doivent cicatriser spontanément.siExciprécoce ou non, un principe reste
immuable : « toute brdlure doit étre cicatriséaUjour » (Cubison et al 2006). Dans notre

centre, nous préférons respecter la phase de idéteraturelle, accélérée au besoin par une

détersion chimique ou chirurgicale.

6. LES MOYENS THERAPEUTIQUES POUR UNE CICATRISATION DERMO
EPIDERMIQUE CHEZ LES ENFANTS BRULES

La cicatrisation d’'une plaie par brllures est dtpssment obtenue par l'autogreffe d’'une

peau fine (0,2 mm), une technique trés ancienrja,d#eloppée en Inde dans la période pré
chrétienne, a condition de trouver un site doniseain disponible. Le cuir chevelu et les faces
internes des cuisses étant les zones le plus sopuéEevées. Dans les cas ou les surfaces
cutanées brilées (SCB) dépassent 30 %, les gaifetogues ne sont plus suffisantes pour

couvrir les plaies et anticiper une cicatrisation.

Depuis des années, la question de savoir commenticdes grandes surfaces brilées est
devenue l'un des principaux champs de recherchiwé dans ce domaine. De nombreuses
équipes ont recherché la meilleure facon d'ételadpeau a greffer chez les patients avec des
brhlures graves. La technique de greffe cutanégastille est proposée comme une solution
possible. Bien que cette technique rende serves,résultats esthétiques et fonctionnels
restent inconsistants, et cette procédure doita&seciée a une allogreffe. Pour remédier a ce
manque criant d’épiderme dans les brllures extessiutilisation des cultures épithéliales
autologues (CEA) a été proposée. Les CEA sont dibfms comme une alternative aux
autogreffes et leur utilisation est devenue pratiglinique courante. Par contre, les facteurs
potentiellement limitant I'utilisation de cultureE& étaient le long délai nécessaire a la
culture, la faible fiabilité de la prise de greffe,vulnérabilité face aux infections, la fragilité
des cicatrices au long terme et les conséquenuascieres lourdes. Finalement, l'optimisme
initial pour les CEA a progressivement diminué 'etilité réelle des CEA pour traiter les

brhlures est actuellement mise en défaut par déoreum chirurgiens. On pense actuellement
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gue les CEA sont valables en tant que mesure detsaye, mais ne conviennent pas comme

une couverture permanente.

Avant 1994, I'utilisation des kératinocytes a étditiée aux cultures confluentes ; dans cette
procédure, les feuilles confluentes sont classiqueerdétachées des flasques de culture par
l'action d’enzymes. Toutefois, le traitement pes €nzymes lése les protéines nécessaires a
l'adhérence des cellules aux tissus. Pour remédieces inconvénients, des cellules
épithéliales cultivées mais non confluentes ont udiisées. En 2005, le kit Recell a été
introduit dans la pratique clinique humaine, petardgt d’obtenir immédiatement une
suspension kératinocytaire a partir d’'une biopsitaée. Chez les patients souffrant de
brllures étendues, toutes les zones saines peevethéorie étre utilisées comme sites
donneurs pour une transplantation kératinocytaies.différentes procédures employées dans
le traitement des brllures sont détaillées dangenee présentée ci-dessous.

6.1 ARTICLE 1. WOUND HEALING IN CHILD BURNS: UPDATE AND PERSPECTIVE

(a soumettre)

Jiad. N. Mcheik*t, Christine. Barrault}, Guillaumkeevard, Francois-Xavier. Bernardtt,
Jean-Claude. Lecront?.

*Service de chirurgie pédiatrique, CHU de Poitiets,rue de La Milétrie, BP 577, 86021
Poitiers, France. t LITEC, Laboratoire Inflammatidnssus Epithéliaux et Cytokines EA
4331, Université de Poitiers, B36, PBS, 2 rue Ge®rBonnet, 86022 Poitiers, France. *
BlOalternatives, 1 bis rue des Plantes, 86160 Gencay, Franceofdiaiire d'immunologie et
inflammation, CHU de Poitiers, 2, rue de La MilétBP 577, 86021 Poitiers, France.

Abstract

Treatment of extensively burned patients is a yricknical problem not only because of the
extent of the physiologic abnormalities caused Hwy burn itself, but also because of the
limited area of normal skin available to provide tleplacement of a large skin destruction.
Severe burns in children are conventionally treatath split-thickness skin autografts

(STAG). To cover large burn areas with a limitechalosite, the technique of meshed STAG
could be performed. But, when the burns are extenshere are usually not enough skin
donor sites. For years, the question of how coudiase wounds became one of the major
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challenges in clinical research and several proesdwere purposed. The microskin graft
technique is one of the oldest methods to coveerskte burns. This technique of skin
expansion is efficient and effective, but functibaad aesthetic results remain inconsistent.
An alternative is to graft cultured human epiderik@iatinocytes in stratified and coherent
layers (CEA). However, because of several comptinat the initial optimism for CEA has
gradually declined. It is currently believed th&Ais valuable as a life saving measure but is
not suitable as permanent coverage. In an effosblee these drawbacks, isolated epithelial
cells were introduced in transplantation. Cell sumsgions are transplanted directly to the
wound, removing the need for attachment to a menebb&fore transfer, avoids one potential
source of inefficiency. Colony-forming efficiencyf &eratinocytes freshly isolated from
biopsies is usually low and the number of clonogekratinocytes per chof skin varies
greatly according to patients, donor age and Silmosing an optimal donor site containing

cells with high proliferative capacity is essenfl graft success.

Introduction

Scald is the most common cause of burn in childrenany countries. An appropriate choice
of treatment following injury is essential to minga pain in the acute stages and to improve
scar outcomes in the long term. Loss of the inte@rfi large portions of the skin as a result of
burn injury may lead to major disability or evenatte As the skin forms an active barrier
protecting our organism from the outside environmepid restoration of the epidermal
barrier is of vital relevance after acute injurgtensive care management of burn shock has
considerably improved acute burn patients. Howethex,replacement process of destroyed
skin has not kept pace with the progress of regigm and various treatment modalities
have been employed to improve and accelerate wdwaling (Table 1). Methods for
handling extensive burn wounds have changed imtaterades and an increasingly surgical
approach with early excision and wound closureedp applied for patient survival. Early
excision with grafting is a key step, involving rewal of necrotic burned tissue and
preservation of as much underlying viable tissupassible. This treatment reduces bacterial
colonisation of wounds and systemic sepsis. Theleno is how limited donor-site skin can

be used to cover large surface wounds (Atiyeh 20ar).

Knowledge of basic epidermal stem cell biology atm mechanisms governing the

multipotency of these cells, together with an ustierding of the genetic basis of various
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skin diseases, are crucial for the developmenterapeutic strategies for clinical application.
Over the past 15 years, great strides have beer mmathe identification, isolation, and
characterization of epidermal stem cells (Papinale2003, Fuchs 2008). Although skin
biopsies are a regular source of keratinocytes gidermal stem cells, recent research
suggests that the generation of keratinocytes fnoman embryonic stem cells could be a

useful technique (Guenou et al 2009).

1. Skin graft

For years, how to cover large surface wounds has bae of the major questions in clinical

research.
1.1 Split-thickness grafts

Treatment of severe burns is conventionally aclidwe the use of skin grafts for coverage
and split-thickness autologous grafts (STAG) ailletee gold standard of care (Andreassi et
al 2005). The technique of skin harvesting and spéantation was initially described
approximately 3000 years ago with Hindou Tilemakeste in which skin grafting was used
to reconstruct noses that were amputated as a aigadicial punishment. The grafted tissue
in burn patients consists of the epidermis andreabke thickness of the underlying dermis.
These grafts are generally harvested using a powdeematome. Depth graft is usually
limited to the upper third of the dermis, leavingfeient number of epidermal cells in skin
appendages. The donor sites heal via re-epittedigdn from the remaining skin appendage
epidermal elements within 7-14 days. Currentlygearly 95% success rate is the standard of
care for skin grafting.

1.2 Meshed split-thickness grafts

To cover extensive burn areas regarding the limateailability of donor sites, the technique
of meshed STAG was employed. The functional reBolin grafting with 1.5:1 meshed
autograft is equivalent to that obtained by sheaftgTanner et al 1964). However, the
meshed pattern is permanent, and the scar is rasasetically appealing as sheet autogratft.
Furthermore, hypertrophic scarring and pigmentatbanges are not uncommon in donor
sites, especially in Black, Hispanic and Orientaldren. In addition, donor sites are painful.

37



When burns are larger than 30% of total body serfaca (TBSA) there are usually not
enough donor sites to use 1.5:1 mesh. In this mistance, widely spread meshed autografts
(3:1 or 6:1) are commonly used, providing less afigrent and rarely an acceptable cosmetic
or functional cover. When the burn area exceeds F@B%A, it is not usually possible to

cover the entire burns with autologous grafts amatteer alternative cover is needed.
1.3 Microskin autologous graft

Microskin graft technique is a solution for tregtimajor burns (Gabarro 1943). Small pieces
of 200 x 200 um *“diced” skin grafts were obtain&dth a histological tissue slicer and
expansion ratio is more than 10:1. Successful relenograft was reported in rabbit and pig
with expansion ratios from 7:1 to 26:1 and the ingatime from 19 to 35 days (Zhang et al
1986, Blair et al 1987). In clinical practice, smleauthors suggested this procedure for
grafting on granulating wounds under poor condgigimoue et al 1994, Lai et al 1994 and
Kreis et al 1994). Microskin grafting is one of tteehnical options to achieve permanent skin
replacement; many authors suggested that it hase véllintegrated in a whole treatment
concept for management of severely burned patigtg®h et al 2008, Lumenta et al 2009).
Such procedure allowed early excision and graf$ tteducing morbidity and mortality in 31
of 54 patients with extensive burns (80% TBSA)tHrs study, the expansion ratio was 15:1
and the wound can be completely resurfaced in 45 §@uo et al 2009). As well, in 63
severely burned patients (85% TBSA), microskin gratiing yielded an overall survival rate
of 64% and the wound-healing rate was 75% betwéeto $5 days (Chen et al 2011).This
procedure remains a lifesaving technique, requialhggraft in the first days of management
but cosmetic and functional results are not coastst

1.4 Dermal graft

To cover extensive burns after debridement, apgpbicaof human cadaver skin with
subsequent removal of alloepidermis is effectivaqi@ et al 1987). This procedure suffers
from the immunological mechanism provoking transpl&jection in two weeks that creates
a temporarily ungraftable bed subject to infectiBarke et al 1974). Despite research effort,
there are limits to cadaver allograft as ultimatens (Achauer et al 1986). Nevertheless,
frozen allograft remains the most commonly usedptaiery cover and a number of tedious
combinations allograft-autograft techniques havenbesed (See et al 2001). For a short time

(7 days), pig xenografts could be employed as agHhllograft in preparing a wound bed, but
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they offer little resistance to infection if left place for more than a few days (Wang et al
1984).

The autologous dermal graft has been employeddonsdructive plastic surgery for almost
80 years. Rubis et al explored the use of the-#ptkness dermal graft (STDG) as an
alternative to the STAG, comparing their abilityresurface full thickness skin defects in a
pig model. Epithelialisation of the STDG and STAGsncomplete at 4 weeks and graft
biopsies in scar STAG were significantly thinnearttlSTDG. Authors concluded that STDG
like STAG may provide definitive coverage of fulitkness skin deficits in a pig wound
model (Rubis et al 2002). In burn patients, theafs#ermis grafts associated to immediate or
delayed coverage with STAG has been described @1ynel954, Fratila et al 1997).
Querings et al 2002 noted that the meshed dernadt gr an appropriate technique for
reconstruction of large defects of sole and scalh @xcellent long-term functional results
were reported. Moreover, Han et al 2007 also nthetl dermis graft technique for wound
coverage in 53 patients was superior both aestiigtiand functionally to the regular skin
graft technique in both the recipient and donagssitCoruh et al 2012 applied STDG along
with STAG in 11 deep partial- and full-thicknessrim without significant donor site
morbidity and dermal take was complete in all boe gatient. In their study, donor site
epithelisation was completed generally 1 week l#étan STAG. Also, Zakine et al 2012
showed the efficacy of dermal graft from the sc&ipally, Lindford et al 2012 performed 16
dermis grafts harvested from the back of 9 burmepts (TBSA 24%). A control donor site
consisted of an adjacent area. Dermis engraftmasta@mplete in 15/16 cases by 4 weeks.
No significant difference in donor site healing éswas reported. Despite these good results,
the problem with extensive deep burns remainedausse epidermis and dermis are both

affected.

From the artificial dermal structures, 0.1 mm thimknogeneous layers of silastic and porous
collagen—chondroitin 6-sulphate have been sucdgssised to cover excised burns. The
artificial dermis was easily sterilized and stoedoom temperature, capable of large scale
production, and immediately available for graftifighis dermal substitute supports STAG
available, giving faster healing and less hypeftrogcarring. This bilayer artificial skin was
shown to close up to 60% of the body surface falhgwprompt excision of burn wounds in
10 patients (50-95% TBSA) (Burke et al 1981). Heacily et al presented an 11-centre
prospective randomized trial using the artifici@rmis. Patients who underwent primary

excision and grafting within 7 days of injury hadngparable randomized sites to receive
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either the artificial dermis (study site) or theuak skin grafting material (control site).
Control materials were autograft, allograft, xeradgror a synthetic dressing. One hundred
thirty-nine sites on 106 patients were studied 26/ of patients were younger than 15 years.
The mean burn size was 46% TBSA, overall mortaliag 14%, and mean hospital stay was
68 days. Median artificial dermis engraftment wa3%8 compared with 95% for all
comparative sites, but the take graft was equivalenthat of all non autograft control
materials. Thickness skin graft for the study sres 1.5mm compared to 3.3mm for control,
and the epidermal donor site healed sooner (104vdays). After one year of follow up, both
patients and surgeons felt that both sites becawngparable in function. There was less
hypertrophic scarring of the artificial dermis amdre patients preferred the artificial dermis
to the control graft. Authors highlighted that tasificial dermis makes a better-appearing
wound than widely meshed autograft. Compared toggdlft, it is easier to use, "takes" as
well, does not carry the risk of viral infectionpas not reject, and does not need to be
removed (Heimbach, et al 1988). Despite advancéissne engineering and high quality of
dermal substitute, we need an epidermal graft im lpatients. In that event, keratinocyte

graft associated to dermal substitute could beftienal choice for transplantation.
1.5. Cultured epithelial autograft (CEA)

CEA is an alternative approach to obtain an epidérgraft with a reliable method of
culturing human epidermal keratinocytes in stratifand coherent layers. The use of CEA
was first reported in the treatment of major bum4981 (Rheinwald et al 1975). Currently,
the most practical option in extensive burns is tihe-step Cuono technique in which the
burn is excised and covered by allogenic skin desinabraded after a period of 4 weeks, and
finally, covered by CEA sheets. This requires aagols keratinocyte culture facilities and a
skin bank capable of providing allografts, whicHimited to referral and research centres. A
4-cnf sample of unburned skin is harvested usually froenaxilla or pubic area at the same
time as initial debridement. Epidermal cells amated by double enzymatic digestion from
the biopsy and plated onto a mitotically inactivltnd lethally irradiated layer (fibroblast
3T3). Cells grow into colonies ultimately formingsaatified squamous epithelium in which
the dividing cells are confined to the basal laf@reen et al 1979). CEA has become
available as an alternative measure to the usexmdneled skin autografts and epidermal
sheets have been used in treating major burns [@i@oet al 1981, Gallico et al 1984,
Donati et al 1992).
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Thereby, at the end of the 80using of CEA in clinical practice has become camnm
(Bettex-gallant et al 1988, Langdon et al 1988, @mn et al 1993, Boyce et al 1999). Its
experimentation, from 1991 to 1996, in a largegk&rcentre of severely burned patients was
reported. In this study, CEA were applied to 30grds (78% TBSA), survival was 90% and
final CEA take was 69%. Younger age was signifigaassociated with better CEA success
graft (Carsin et al 2000). In a large study, Sobdilepresented their 18-year experience
concerning 88 patients from 6 months to 73 yeadyding 20 children) and from 28 to 98%
TBSA. The mean final CEA engraftment was 73%, dreldverall patient survival rate was
91%. Complications were classified as early aneé, latcluding: blistering and shearing
(31%), pruritus (5%), and wound contractures (66%dod et al 2010). These results
demonstrated that CEA is an adjunct to achieveh survival rate in children and adult burn

patients having a poor prognosis.

On the other hand, several centres reported digapmpresults with CEA grafts. Such grafts
were more susceptible to mechanical loss, sepsisvane very expensive (Still et al 1994).
Thereby, the widespread use of these CEA has bmapdred by the long vitro expansion
times, and the sensitivity to infection (Paddle-inett et al 1997). In addition, manufacturing
of CEA needs a labour-intensive process of prepagnafts associated with the requirement
of a relevant laboratory expertise (Jackson 1994risHet al 1998), and clinical results
reported occurrences of blistering, hyperkeratasg contracture scarring (Desai et al 1991,
Donati et al 1992). In 32 children burns (90% TBS3#m 1988 to 1998, CEA graft allowed
a survival rate of 60%. But, authors noted thatdebn had longer hospital stay and required
more reconstructive procedures during the firsearyg (Barret et al 2000). Critical review of
the literature, studying issues associated with @B#ted out the factors potentially limiting
this procedure: the time necessary to expand belisre transplantation, the reliability and
vulnerability of grafts on the newly healed surfaitee long-term durability and the high cost
implications of such treatment. They concludedhmy question 'does CEA have a role in the
treatment of major burns?’ (Wood et al 2006).Takagether, the initial optimism for CEA
has gradually declined. Nowadays, we could condigatr CEA is valuable as a life saving
measure for early closure and it is not suitablego@snanent coverage. A number of burn
centres had the ambition to possess their ownfaniépithelial culture production, but the
financial, organizational and work-force burden éderced some of these CEA facilities to

be closed.
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2. Isolated keratinocyte grafts

Cytotherapy is a process of introducing cells igpgmsion into injured tissues to be restored.
Epidermis is a tissue where the self-regeneratfogptihelial cells takes place continuously.
Transplantation with keratinocytes marks a turnpmnt in skin grafting (Gage 1998).
Human keratinocytes appear to have a finite culitegme, and the plating efficiency of the
epidermal cells isolated directly from skin newlsria 1-5% (De Corte et al 2012). Patients
attending plastic surgery/burns were questioneddssess willingness to accept a tissue-
engineered skin. Levels of acceptance for the Giggagenitor cells for treatment across a
range of disease states were also assessed. Q@&%llwould accept a tissue-engineered
product, and autologous cells were the preferramliceh Allogenic cells were still widely

accepted (Clover et al 2012).

Before 1994, keratinocyte graft was restricted tmfiuent cell CEA sheets that were
conventionally detached from culture vessels byattteon of enzymes before graft. However,
this enzymatic treatment injures cellular proteinscessary for the attachment of cells to
tissues and decreasing the survival rate of gfafe€n et al 1979, Stenn et al 1989). In an
effort to solve these drawbacks, epithelial cella ipre-confluent state were introduced in cell
transplantation before they form a sheet and tlfferentiation and fusion processesvivo.
This method has the advantages of reducing cutteiied before clinical use, minimising the
enzymatic degradation of cell surface proteins @tutar basal membranes (Barlow et al
1992, Dvorankova et al 1998), allowing the transfad cells to more actively proliferate and
to produce a more developed and robust dermaladailisation (Adams et al 1990, Poumay
et al 1995). Keratinocyte graft in suspension feaive even without a complex delivery
system. Various delivery systems of preconfluentateocytes are promising ways of
transferring epidermal elements to a wound. Madricen be made from various materials
including human fibrin, bovine or human collagehark proteoglycans, hyaluronic acid,
acellular porcine dermis, and synthetic polymershsas polyurethane, polymeric Film,
Teflon Film and poly-hydroxyethyl methacrylate. Wdtugh some clinical studies using these
various delivery systems have been undertaken, utstantial publications prove their
clinical value. A clinical audit of two-week culeed keratinocyte suspensions from abdominal
skin biopsies preceded by allograft and combinett @il meshed skin grafts in 16 patients
(TBSA 51%) was performed. For transplantation, 80 Keratinocytes per ml/ 500 énof
burn surfaces were applied, and the engraftmen©@%son average 8 weeks after treatment.

Authors stated that the use of a sprayed epithedithlautograft in severely burned patients
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results in favourable quality of scars and alsodgpotential to save lives by providing

epidermal cover (Lee 2012).
2.1 Keratinocyte allografts

Transplanted organs contain resident leucocyteghwhclude cells such as Langerhans that
initiate the rejection of a transplant by expregsiforeign class Il histocompatibility
moleculesln vitro, after culture, the Langerhans cells are lostioua 7-10 days (Rheinwald
et al 1975, Morhenn et al 1982, Hefton et al 1984).determine the survival of cultured
allogeneic keratinocytes  transplanted to a  deep maler bed, cultured
allogeneic keratinocytes from donors of the opgoséx were used. If all wounds heal by 3
weeks, no male cells were identified in biopsy spea from female patients transplanted
with boy cultured keratinocytes (Brain et al 1988y. furtherin vivo study, they concluded
that allogeneic keratinocytes temporarily 'takethe wound and contribute to rapid wound
closure, being replaced by the patient's epidercedls after about one week. Cultured
male keratinocytes were grafted onto donor sitegemhale patients. On day 4 a large
proportion of cells were of donor origin as indextby the presence of Y chromosomes that
was absent at day 9. From day 6, the new epidesngsired an ordered stratification and
keratin 10 presented normal distribution in supsabdayers (Pokorna et al 2001). More
recently, Haslik et al noted that allogeneic kematiytes are a suitable armamentarium for
the treatment of deep dermal hand burns. If usedectly, they can induce a healing rate
comparable to STAG. However, a tendency to higherdéuver Scar Scale (VSS) scores and
impaired aesthetic results is pointed out in tHegaheic keratinocyte group (Haslik et al
2010). These results indicate that allokeratinccyt@ve a transient function in wound healing
and keratinocyte transplantation is a promisingtsgy in burn treatment. After graft,
keratinocytes interact with the other cell popwas and accelerate wound healing by
expressing favourable keratinocyte derived cytokiaed growth factors. Thus, Kirsner et al
reported that venous leg ulcers can be healed avispray of allogeneic neonatal foreskin
keratinocytes and fibroblasts. Authors enrolled 2@blt outpatients from 28 centres in the
USA and Canada with persistent ulcer. The primatgame analysis showed a significantly
greater mean reduction of wound area associatdd agiive treatment compared to vehicle
and the dose of 0.5 1@ells/mL every 14 days showed the largest impramniKirsner et al

2012).
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2.2 Keratinocyte autografts

Few burn units implement the graft of freshly iseth autologous keratinocytes for adult
patients, and quite rarely for children. Howevérs approach has been initiated 60 years ago
in rabbits and a comparative study was performedigs (Billingham et al 1952). After a
period of neglect, this procedure raises and bedaemely. Indeed, the grafting of freshly
dissociated keratinocytes on prepared burned sidsepts the major advantages of simple
handling of the keratinocyte suspension and ofastdr reduction in the cost (Hunyadi et al
1988, Kaiser et al 1994, Fraulin et al 1998, Wobdl 2007, Hartmann et al 2007, Atiyeh et
al 2007, Gerlach et al 2008, Navarro et al 2000]aBk et al 2011). In 2005, the use of the
standardized Recell device was introduced into murohnical practice, allowing the
immediate processing of small split-thickness biepsto isolate keratinocytes. This
technology permitted grafting 80 éraf burned skin from 1 cfrhealthy tissue and led to high
guality scars as compared to conventional skintigga{f Gravante et al 2007). Also, Zweifel
et al reported the treatment of three burned piatiey suspension of an autologous non-
cultured keratinocytes applied using an aerosdesysBurns healed rapidly and no signs of
hypertrophic scarring were observed 6 months (@eeifel et al 2008).

Autologous noncultured epidermal cell suspensiandplantation seems to be an effective
method to treat nonhealing wounds. Shukla et al 02Gnrolled 15 patients with
chronic wounds of more than 6 weeks. Autologoudepnal cell suspensions from skin thigh
biopsies were grafted on the ulcer beds. Six patieampletely healed at 12 weeks, 1 at 16
weeks and 2 at 20 weeks after treatment. Recentbyui department, 11 burns in boys were
grafted by suspension of autologous foreskin isdladteratinocytes. Epithelialisation and
accelerated wound healing was obtained, and thktyqa scarring and pigmentation was
improved compared to classical skin grafts (Mcletil 2013). We emphasized the aesthetic
and high quality of the skin: vascularity, pigmeia and pliability without hypertrophy or
pruritus, as reflected by a reliable Vancouver scate (VSS).

3. Donor sites: a critical choice for successfalftyng

The comparison of the characteristics of donorssaed their ability to regenerate 3D
epitheliain vitro has been poorly studied. In adult patients, hustatp appears a promising

suitable keratinocyte donor site for the developimeh therapeutic cell transplantation
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(Schlabe et al 2008). In 1986, a method was deeédldpr the isolation of outer root sheath
keratinocytes (ORS) from human hair follicles foeir subsequent cultivation (Limat et al
1986). Taylor et al demonstrated that hair follsustem cells, located in the bulge region,
could give rise to several cell types. They showweat the hair follicle represents a major
repository of keratinocyte stem cells in the skilmmuse, and that follicular bulge stem cells
are potentially bipotent, giving rise to hair fole, and epidermis (Taylor et al 2000, Blanpain
et al 2007). However, it appears difficult at theegent time to extract the epithelial cell
population from the hair follicles for clinical préce. These stem cells are deeply located in
the basal layer of the ORS, at the level of the fdlicle bulge. Searching for alternative
sites, Lavoie et al compared hairy skin sites fogirt capacity to generate high quality
keratinocyte cultures. Anatomic sites from adultreveompared: scalp and auricular (pre-
auricular and post-auricular) skin after face-iftrgery and chest skin after breast surgery.
The proportion of K19-positive cells harvested fraaricular skin was about twice that of the
scalp and surprisingly, the number of K19-positedls estimatedh situ on skin sections was
about double in scalp than in auricular skin. Ch&dgh had the lowest number of K19-
positive cells. These results indicate that in &oldito the choice of an adult anatomic site
featuring a high number of stem caltssitu, the quality of the cultures greatly depends @n th
ability to extract stem cells from the skin biop8y monitoring, the expression of terminal
differentiation marker keratin 10 (K10) showed ngngicant difference between scalp and
auricular skin. The skin from chest had the highestl of K10 expression level (Lavoie et al
2011).

Preputial skin is a thin full-thickness and expdidaskin that can be easily harvested. Given
the difficulties to harvest deep keratinocyte saalphildren and given oun vitro results on
foreskin keratinocyte regenerative capacities, waveh proposed to graft foreskin
keratinocytes (Mcheik et al 2009, 2010). The ustoadskin keratinocytes for transplantation
has also been proposed by De Corte et al 2012r ddtmonstrating higim vitro proliferative
capacities for these cells, they have propasedtro expanded-foreskin keratinocytes for
allograft transplantation. Regarding the irregulanpredictable growth and variable end
points with the culture of adult human epidermataki@ocytes, they showed that foreskin
keratinocytes displayed regular and consistent troim the boy group of our study, at least

regular and consistent growth for up to 10 popatatdoublings was shown.
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4. Tissue engineering and cell grafts

As previously discussed, attempts to improve CE@&luitle incorporated fibroblasts and a
dermal layer as essential elements for improvingmndoregeneration and functionality of the
substitutes. Adult cells in fibrin spray, and vaisoengineered tissue formats have been used,
including allogeneic fibroblasts in fibrin-based tma (Intercytex, Manchester, UK),
allogeneic fibroblasts in a polygalactin mesh sadff Shire, Dublin, Ireland), and combined
allogeneic fibroblasts and keratinocytes in a bevioollagen sponge (OrCel, Ortec
International, Atlanta, GA, USA). Questions relatedthe optimal cell type for culture,
culture techniques, transplantation of confluergett or non-confluent cells, immediate and
late final take, carrier and transfer modality,vasl as final outcome, ability to generate an
epithelium after transplantation, and scar quadity still not fully answered. Designed as a
skin substitute, both epidermal and dermal equntalbave been under investigation. A novel
bi-layered living skin equivalent, Apligraf, hasdmeapproved in several countries. Derived
from foreskin, cultured neonatal fibroblasts arenbaned with bovine type | collagen to form
a neodermis, over which cultured neonatal kerajitescare placed, proliferate and
differentiate. Apligraf as an allograft has beeredisn acute wounds such as surgical
excision sites and partial thickness donor sitass(ier 1998). Cultured autologous fibroblasts
and keratinocytes onto collagen-glycosaminoglycamstitute another skin substitute (CSS)
(Boyce et al 1995). CSS had a general organizatitm a stratified epithelium and a
connective tissue compartment, and total thickneass similar to STAG. After graft in 17
patients, authors noted that CSS prepared fromlagaos skin cells might be a safe and
efficacious alternative to classical skin autogfaftlife-threatening burns. However, multiple
early deficiencies of this cell-biopolymer graft nee observed, including: slower
vascularisation, slower keratinisation, greaterftgi@s from microbial contamination, and
greater mechanical fragility. So in these casescadd conclude that drawbacks with CSS
are comparable to CEA! After initial encouraginginaal experiments, Sheridan et al
proposed a pilot trial of a composite skin replaeemin patients with massive burns by
cultured autologous keratinocytes on acellulargaioc dermis. This material was grafted in
7 children with massive burns (76% TBSA) and coraddo a matched wound covered with
STAG. All children survived and successful engrainat 14 days averaged 46% in the
studied wounds. The reduced composite skin intaamed to be correlated with wound
infection (Sheridan et al 2001).
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A systematic review of the literature assessedstiety and efficacy of bioengineered skin
substitutes in comparison with standard methodsthe management of burns. Twenty
randomised controlled trials were included in tleigiew, but the numerous sub-group
analyses and the diversity of skin substitutes téchithe ability to draw conclusions.
However, they suggested that bioengineered skistisutes, namely Biobrane (composed of
a knitted nylon mesh that is bonded to a thinceile membrane and coated with porcine
polypeptides), TransCyte (composed of a semi-pdtaesilicone membrane and human
newborn fibroblast cells cultured on a porcine agpdn coated nylon mesh), Dermagraft
(polygalactin mesh seeded with allogeneic neoridiablasts), Apligraf (composed of type |
bovine collagen and allogeneic keratinocytes abibhilasts obtained from neonatal foreskin)
and CEA were at least as safe as the classicalreggiacements or topical agents/wound
dressings. For partial thickness burns (less tha% I'BSA), Biobrane and TransCyte
appeared to be more effective than silver sulfadézavoiding the need for painful daily
dressing changes and long stay in hospital. Trales@gpeared to be effective for facial
burns, providing good adherence to the contouth@fface. For burns between 20 and 50%
TBSA, CEA, Dermagraft and Apligraf combined withtegraft appear to be effective.
Integra may be better suited in patients with keditourns (45% TBSA). Taken together,
authors concluded that additional method logical agorous randomised controlled trials
with long-term follow-up would strengthen the ewide base for the use

of bioengineered skin substitutes (Pham et al 2007)

Bannasch et al 2008 assessed the feasibility obowd keratinocyte and dermal scaffold
transplantation performed in a single step fortimeent of full-thickness wounds. Two weeks
cultured autologous keratinocytes were  suspendedfibrin and grafted together
with acellular human dermis (Alloderm) in a porcam@mal model; the results showed both
successful histo-integration of tle vivo composite grafts and reduced wound contraction,
compared to with epithelial grafts. For sophisechtskin substitute, human preadipocytes
were isolated from subcutaneous adipose tissueseaded onto the scaffold (Matriderm®)
directly after isolation. Keratinocytes were isel&t from fresh human split-
thickness skin harvests and seeded onto the surdcéhe scaffold after 4 days of
proliferation. Three weeks later, a simultaneousmgin of keratinocytes and preadipocytes is
observed: keratinocytes adhered to the surfacehef matrix and formed a confluent
epidermis-like layer; preadipocytes adhered andefrated into the deeper layers of the

matrix. This approach towards a multi-layered slibstitute could be a useful asset for
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future reconstructive surgery (Keck et al 2011).0btain an inexpensive substitute, another
evaluation strategy was to graft an autologousrgoeered composite skin (ABCS)
(autologous fibroblasts and keratinocytes with plafrom blood bank (Gomez et al 2011).
In this study, 25 burned patients (74% TBSA) weeated and final successful engraftment
was 49%. In subset analyses, less infections coittemin to graft were significantly
associated with better ABCS engraftement. In teahgatient satisfaction 4 years later,

cosmetic and functional outcomes were satisfactory.

5. Growth factors, cytokines in wound healing akith grafts.

In the past decades, the increasing knowledge efniblecular and cellular mechanisms
underlying wound repair and regeneration has lagséme of growth factors and cytokines in
wound care. Their role in wound healing has beported since 1950; in elegant experiments
Cohen S et al showed that purified sub-maxillargngl extracts led to earlier eyelid
separation and eruption of the incisor in mice. tBe, epidermal growth factor (EGF) was
discovered and deserved the 1986 Nobel Prize inamed The use of growth factors and
cytokine agents in accelerating wound healing rema promise in burn wound care.
Platelet-derived growth factor (PDGF) appears toabkey mediator in wound healing,
serving as chemoattractant and mitogen for fibiblat stimulates their differentiation and
remodelling. It was the first recombinant growtlttéa approved for topical application to
accelerate wound closure (rhPDGF-BB, becaplerminyvever, studied in animal models for
wound heals, growth factors such as VEGF, EGF, K&, PDGF have not shown expected
results. Also, multiple studies investigated withowch success the effect of hyaluronidase,
nitric oxide, cytokines, and thrombin to enhancabédtic wound healing and to promote
closure of chronic venous leg ulcers. Akita et @D& reported improved functional and
aesthetic outcome of burn wound scars in burn chldreated by bFGF spray (Trafermin,
Fiblast, Kaken Pharmaceutical, Tokyo, Japan). Ckingl 2011 performed a comprehensive
literature search using the MEDLINE, Ovid, and Web Science databases to identify
pertinent articles regarding growth factors andeottytokines in burns and wound healing.
Experimental and clinical evidence suggest thatktlaee therapeutic advantages to the wound
healing process when these agents are utilizeghasitive effects have been reported in burn
patients. PDGF, FGF, EGF, TGF, VEGF, IGF-I, NGF &d-CSF have been suggested to
enhance rate and quality of healing in burn catthoigh extensive human clinical data are
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lacking, concerning especially the factors as aaljinn skin graft. Further clinical trials are
requested and considerations for sequential grdadtor application and/or growth factor
cocktails may prove to be more efficacious than dpglication of a single growth factor
(Pierce et al 1995).

Conclusion

Finally, deep burns in children are treated withtgpickness skin autografts that could be
painful and source of unsightly scars in donor grafted areas. Moreover, when the burns
are extensive, there are usually not enough skimodsites. Currently, we can consider that
microskin graft and CEA are valuables as life sgvineasures but are not suitable as
permanent coverage. In this procedure, functiondlaesthetic results remain inconsistent. A
myriad of "plastic" synthetic materials for dernsaibstitution have been developed. For brief
periods, they appear to work as well as allografa aemporary wound cover. However, they
do not vascularise, their conformability variegyttnave little resistance to infection, and they
often do not adhere to the wounds. Advances indtheslopment of tissue-engineered skin
have led to several new products aimed to improeeind healing. Designed as a skin
substitute, dermal equivalents have been investig&tr over a decade. Although dermal
substitutes may provide wound coverage and redage, fhey still require an epidermal
component. In this case, adjuvant keratinocytespkamtation could have a prominent place.
Furthermore, cell suspensions can be transplantesttlg into the wound. However,
guestions related to optimal cell type for cultwasrier and transfer modality, as well as final
outcome, ability to generate an epithelium aftansplantation, and scar quality are still not
fully answered. For this reason, choosing an optidomor site possessing cells with high
proliferative capacity is essential for wound heglisuccess. Ouiin vitro studies
demonstrated the high yield of living keratinocygeovery from foreskin and the quality of
regeneration and differentiation. A high numberkefatinocytes can be harvested in a few
hours and the graft can be extemporaneously caesidgs soon as the wound surface is
optimally prepared. Large injured-areas can beessfally grafted in a few days after burns,
while a common skin graft is insufficient. Keratayte graft in suspension also allows the
harvesting and grafting of the entire epitheliall ggopulation, including melanocytes
(Mulekar et al 2008, Cervelli et al 2009). Succekshinical results and the easy management
of the keratinocyte isolation procedure in the apeg room allowed us to design the
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autologous keratinocyte transplantation as a stdnpiecedure, which can be added to the

arsenal of therapies for burned children in sulgicéts everywhere.
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Wound healing Structure Advantage Disadvantage References

Skin grafts

Split-thickness Autologous dermo-epidermal skin Expansion 2 to 6 infabprocess, limited in extensive burns TanneB49

autologous graft

Microskin Autologous dermo-epidermal skin Expansion 7 to 26 srtic and functional results not Chen 2011

autologous graft consistent. Need allograft

Dermal graft

Autologous dermal | Dermis Definitive dermo Dermis is affected with epidermis in deep | Zakine 2012

graft epidermal healing. burns

Allograft Skin Coverage in extensive | Rejection by 2 weeks Achauer 1986
burns

Dermal substitutes

Integra Collagenl, chondroitin 6 sulfate, Immediate coverage.26 | Epidermal graft 2 weeks later. Infections Heimbach 1988
silicone children of 106 patients
Alloderm Acellular human allograft skin Immediateverage Contraindicated in wound infections or Bannasch 2008
nonvascular wounds
Biobrane Porcine collagen, nylon, silicone Immeslizdverage Temporary coverage Pham 2007
Oasis Porcine collagen Scaffold for growth o Wang 1984

tissue

Tissue engineering and cell grafts

Cultured epithelial
autograft CEA

Confluent autologous keratinocyte

S

Large burned area

Fragility, infection, scarring, contraction

Rheinwald 1975

17 children of 30 Carsin 2000
(Epicel) patients
Longer hospital stay, more reconstructive Barret 2000
32 children surgery
20 children of 88
patients Sood 2010
Celaderm Living foreskin-derived allogenic | 6-months shelf life Haslik 2010
keratinocytes
Cellspray Subconfluent keratinocytes Spray at essteges Need dermal element Gravante 20
Foreskin-derived Autologous keratinocytes in No rejection Allograft for girls Mcheik 2013
keratinocytes suspension
Bioseed-S Autologous keratinocytes, fibrin Simple handling Shevchenko
glue 2010
MySkin Living autologous keratinocytes | No rejection Delay in preparation. Need dermal stitis Moustafa 2007
cultured on a silicone support layer
Dermagraft polygalactin membrane with Lower infections, 6 Contraindicated in wound infections Pham 2007
cultured neonatal foreskin months shelf life
fibroblasts Similar to allograft
Hyalograft 3D Hyaluronic acid with autologous Complicated clinical use Shevchenko
fbroblats and keratinocytes 2010
TransCyte Biobrane with cultured allogenic | 1.5 year life frozen Temporary coverage Pham 2007

human fibroblasts
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bioengineered
composite skin

fibroblasts in allogenic plasma fror
blood bank

n

Cultured skin Autologous fibroblasts and Life-threatening burns Slower vascularisation aadhkinisation Boyce 1995
substitute CSS keratinocytes in collagen
Fragility and infections

Composite skin Cultured autologous keratinocytes Extensive burns. 7 Infections Sheridan 2001
replacement CSR in acellular allogenic dermis children
Composite skin Autologous keratinocytes and Keck 2011

preadipocytes in matriderm
Autologous Autologous keratinocytes and Extensive burns Gomez 2011

&

human embryonic
stem cells

keratinocytes, good
multilayered epidermal
human differentiation

ABCS
Apligraf Bovine collagenl and allogenic Immediate availability Short shelf-life, expensivemporary Kirsner 1998
keratinocytes and fibroblasts from
neonatal foreskin Wood 2007
OrCel Allogenic neonatal fibroblasts and 9-mo shelf life Temporary Still 2003
keratinocytes from foreskin available.
cultured onto matrix of bovine
collagen
PermaDerm Collagen sponge with autologous Boyce 2006
keratinocytes and fibroblasts
Stem cell-based therapy
Hair follicle graft Navsaria 04
with integra
Hair follicle stem Epithelial sheet Limat 2003
cells
Autologus BM- Spray cell with fibrin and thrombin|  Accelerated waolu Healing by 16-20 weeks Falanga 07
MSC closure
Neonatal Healthy bed for Comparable as cadaver allograft Schurr 2009
immortalized autograft
keratinocytes with
biological skin
substitute
Keratinocytes from Living basal Guenou 2009

fibroblasts

(fibroblasts) induced to
keratinocytes

Induced pluripotent Yamanaka 2008
cells (iPS) from

somatic cells Raya 2009
Keratinocytes from | (iPS) from somatic cells Uitto 2011

Growth factors

rhPDGF-BB

Malignancy

Broughton 200

bFGF

20 children

Akita 2006

Table 1. Therapeutic means for burn wound healings.

58



OBJECTIFS

Les bralures profondes chez I'enfant sont trai@assiquement par une autogreffe de peau
fine expansée en filet. Cependant, dans les cabri@lares de grande surface, les sites

donneurs d’'une peau saine manquent, en engaggaoniestic vital des patients.

Notre objectif est de pouvoir couvrir une grandefeme cutanée brllée grace a une
transplantation kératinocytaire, autologue, espsusion et préparée a partir d’'une biopsie
cutanée de faible surface. Pour le choix d'un dit@neur optimal chez les enfants, nous
allons comparer les capacités des kératinocytes ide prépuce et ceux des divers sites

anatomiques.

Nous étudierons les capacités prolifératives eémératives de plusieurs sites donneurs chez
'enfant. In vitro, les capacités prolifératives et de reconstrustiépidermiques 3D des
kératinocytes isolés seront étudiées; grace a aljam transcriptomique et a
limmunomarquage nous préciserons leur état demdiffciation. En fonction de résultats
vitro, le site donneur sera choisi et nous réaliseronévo la transplantation kératinocytaire

autologue en suspension
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RESULTATS

1. ETUDES IN VITRO PHENOTYPIQUES ET FONCTIONNELLES DES CAPACITES
REGENERATIVES DES KERATINOCYTES HUMAINS.

Nous avons realisé une étude quantitative et quigkt in vitro des propriétés des
kératinocytes préputiaux obtenus suite a une adis@mn chez les enfants. Une double
digestion enzymatique par la trypsine et la dispaags a permis de récupérer une guantité
importante de kératinocytes par piéce opératoir® (@F kératinocytes /chde peau),
supérieure a celle que nous obtenions a partiredpeau d’adulte (seins, abdomen). Ensuite,
nous avons réalisé les cultures cellulaires jusgatade confluent, permettant de réaliser dix
passages successifs en partant de la méme populegitulaire. Enfin, les cultures
kératinocytaires préputiaux sur les treillis delagéne permettaient une reconstruction
épithéliale 3D de grande qualit¢ (RHE). Au niveaa L€pithélium reconstruit, les
kératinocytes exprimaient les marqueurs de la mdifféation épidermique (filaggrine,
loricrine et transglutaminase) d’'une maniere appéepet nous avons pu detecter les
marqueurs de la jonction dermo épidermique (lanaiincollagéne IV et collagéne VII). Ces
résultats nous ont menés a proposer d’utiliserckdhiles kératinocytaires préputiales en
suspension pour les transplantations extemporaaggsogues chez les enfants brulés.

L’article ci-dessous rapporte nos premiers réssiltatitro.

Article 2. Quantitative and qualitative study in keratinocytes from foreskin in children:
Perspective application in paediatric burns. Burn2010.

J.N. Mcheik, C. Barrault, F.X. Bernard, G. Levard.

Service de Chirurgie Pédiatriqgue, CHU de PoitiErance.

Laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et @yhes (LITEC), Université de Poitiers,
France.

BlOalternatives, Gencay, France. Laboratoire d’Imolagie et Inflammation, CHU de
Poitiers, France
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2. TRANSPLANTATION CHIRURGICALE KERATINOCYTAIRE AUT OLOGUE
EN SUSPENSION CHEZ LES ENFANTS BRULES.

yy 4

In vitro, nous avons montré le grand pouvoir productif eténégatif des kératinocytes
préputiaux, et nous avons opté vivo pour une transplantation kératinocytaire préputiale
autologue chez les garcons bralés. Pour traiteiilles et trouver un site donneur équivalent
au prépuce, nous avons étudiévitro la peau de la face postérieure du pavillon aunmila
obtenue suite a une otoplastie. Le pouvoir profldes kératinocytes auriculaires était deux
fois plus faible que les kératinocytes préputiamxais leur pouvoir prolifératif était
comparable. Devant ces résultats, nous avons apté yne transplantation kératinocytaire
auriculaire autologue chez les filles. Les enfamisété admis pour une brulure profonde dans
le service de chirurgie pédiatrique du centre labpr universitaire de Poitierkes criteres
d’inclusion étaient les brulures profondes du deme degré.

Cing a dix jours apres l'accident selon I'état dtigmt, les circoncisions chez les garcons et
les biopsies auriculaires chez les filles ont dtéctuées et les suspensions kératinocytaires
ont été obtenues suite a une double digestion estayne. Les procédures d'isolement et de
préparation des kératinocytes ont eu lieu au blpératoire dans le service de chirurgie
pédiatrique.Une seringue de 1 ml de la suspenglulaire a été employée sur environ 2,5%
de SCB, soit 2 1kératinocytes pour 1 % SCB (figure 15). Chez t@ssfatients, un parage
adéquat a été obtenu et la transplantation auteloguété réalisée par la suspension
kératinocytaire en goutte-a-goutte déposée d'unaigra homogene sur la surface des
bralures. Chez 8 garcons sur 9, la cicatrisatiompiéte a été obtenue entre 5 et 30 jours.
Pour un patient, la cicatrisation par greffe kématytaire représentait 80% de la surface
brhlée, et les surfaces restantes ont été fermgreane greffe de peau fine standard. Nous
n‘avons pas observé de cicatrisation pour ledesfdu une transplantation de kératinocytes
auriculaires a été réalisée. Ces deux patienteseonbesoin d’'une greffe de peau fine
standard. Chez les garcons, la qualité esthétitji@netionnelle des cicatrices évaluée selon
le score de Vancouver un, trois, six et douze rapies la greffe, était excellente. L’article

suivant rapporte les résultatsvitro etin vivo.
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Per opératoire, préparation de la piece dans le bloc de

chirurgie pédiatrique. 30 mn

53 10 jours apres 'accident

circoncision

Lavage et débridement sont
réalisés la 1° semaine.

piéce opératoire
T— -

La peau est préte pour une double digestion
enzymatique

Département médico-chirurgical de
pédiatrie. CHU de Poitiers

un patient briilé

12 heures

4,08 10° kératinocytes/cm2 de peau

greffe
kératinoctaire 12
heures aprés:une

30 mn

510° kératinocytes/ml

30 mn

Greffe instantanée des kératinocytes non cultivés.

un patient brilé

Figure 15. Schéma du protocole d’'une greffe kéoajtaire.
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ARTICLES 3. Foreskin-isolated kératinocytes provide successful extemporaneous
autologous paediatric skin grafts. J Tissue Eng Rem Med 2013.

Jiad N. Mcheik, Christine Barrault, Nathalie Petilrefulien Garnier, Franck Juchaux,
Guillaume Levard, Franck Morel, Jean-Claude Le@od Frangois-Xavier Bernard.

Service de Chirurgie Pédiatrique, CHU de PoitiErance.

Laboratoire Inflammation, Tissus Epithéliaux et @yhes (LITEC), Université de Poitiers,
France.

BlOalternatives, Gengay, France. Laboratoire d’'Imolagie et Inflammation, CHU de
Poitiers, France

63



3. DONNEES COMPLEMENTAIRES

Face a I'échec des cultures kératinocytaires alair@sin vitro associé aux mauvais résultats
in vivo chez les filles, nous poursuivons nos travaaur évaluer les capacités productives et
régénératives des différents sites donneurs clseenfants et les adultes. La reconstruction
RHE 3D in vitro nous semble un bon indicateur prédictif de la céparégénérative
kératinocytairen vivo. Nous souhaitons étudier les capacités kératinaegan fonction de
'age, en collaboration avec le service d’'urolo@id Doré) et de chirurgie plastique (Dr
Huguier), nous comparerons les kératinocytes pigtenfants et adultes. Les résultats
présentés ci-dessous sont préliminaires, car leatel des différents sites n’est pas encore
terminée. Ces résultats nous montrent toujourale pouvoir productif de la peau préputiale
par rapport aux autres sites. Malgré le faible nentle prélevements préputiaux chez I'adulte
(n=3), nous notons une capacité productive 2 fogégeure dans un prépuce d’enfant par
rapport au prépuce d'adulte (4,08 2.52 16 kératinocytes/cide peau). Cette supériorité
persiste apres une premiére culture. Chez l'enflantiégion inguinale a la plus faible
productivité kératinocytaire (1,29 4Rératinocytes/ chde peau) et une capacité proliférative
2 fois plus faible qu’un tissu préputial. Par centnous avons relevé que le temps de
génération est relativement constant pour les iké@@ttes des prépuces enfants et adultes, et
gue la région inguinale a le temps de génératioplds court (26,19 heures) (tableau 2,
figures 16-20).
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RO : kératinocytes 16/cm? R1 : cellules/cni/jourGénération en heures : R1-R2
Sites donneurs moyenne | sd sem moyenne sd sem moyenn sd sem
Prépuce enfant

4,08 2,88 0,32 494355 440593 48954 29,66 8,74 0,97
Pavillon auriculaire

2,79 2,81 0,56 170971 16521( 33042 30,45 5,43 1,09
Pli inguinal

1,29 0,38 0,14 233639 17693¢ 62557 26,19 3,55 1,25
Autres

1,60 1,40 0,29 322046 273097 5574*" 27,7V 4,33 0,88
Prépuce adulte

2,52 1,27 0,74 101811 11210 6472 29,41 1,15 0,81
Plastie mammaire

1,09 0,93 0,23 34242 29222 7087 32,74 9,05 2,20

Tableau 2. RO : nombre de kératinocytes obtenussajpne double digestion enzymatique. R1 : nombied&inocytes obtenus aprés un
premiéere culture en fonction de la surface de tgglu nombre de jours en culture. R1-R2 : tempgahération en heures.
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Figure 16. A Nombre de kératinocytes obtenus suit@e double digestion enzymatique (R0). Les aumess
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nombre de cellules récupérées a la premiere trypsin
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nombre de cellules obtenues en R0/surface de peau

Nombre de kératinocytes (million)
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Figure 19. Nombre de kératinocytes préputiaux aleen RO suite a une double digestion enzymatique e
fonction de I'age.

Nombre de kératinocytes par cm2 et par jour en R1
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Figure 20. Nombre de kératinocytes préputiaux asem R1 par cfret par jour de culture en fonction de lage.
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DISCUSSION

L'épiderme se régénere en continu a travers lafgnation des cellules souches, qui est une
sous-population localisée dans la membrane ba&hkiago et al 2003). La compréhension de
la biologie des cellules souches épidermiques ®iuEcanismes régissant leur multipotence
est un élément essentiel dans le développementtagégies thérapeutiques possibles pour
une application clinique. Au cours des 15 derniemesées, de grands progrés ont éte
accomplis dans leurs identification, isolement atactérisation (Papini et al 2003, Fuchs
2008). Des recherches récentes suggeérent la produd# kératinocytes a partir de cellules
souches embryonnaires. En 2009, Guenou et al dehwldes kératinocytes humains (K-
CSENh) issus de cellules souches embryonnaires miseslture avec du BMP4 et de I'acide
ascorbique pendant 40 jours. L’étude vitro montre une perte progressive des genes
caractéristiques des cellules pluripotentes, puis expression transitoire de cytokératines
marqueurs d’une différenciation épidermiques. Césatinocytes produisent en culture un
épiderme pluri stratifié qui a été greffé avec sscchez les souris immunodéficientes. Ces K-
CSEh peuvent étre repiqués et congelés plus defoisusans perte de potentiel prolifératif.
En outre, la démarche dans le sens inverse esendgat décrite, puisque des cellules
pluripotentes ont été obtenues (Yamanaka 2008, Blaghen 2009). Aussi, les progrés dans
ce domaine sont considérables, et le défi dansateses a venir consistera a transférer
effectivement toutes ces avancées de la biologielaiee et moléculaire a la pratique
clinique de routine. Dans ce cadre, Leonardi éna012 ont réalisé une transplantation des
cellules souches mésenchymateuses murines cheauds porteuses d’'une brilure dorsale,
en employant l'intégra comme moyen de transfers €eides immuno histochimiques ont
démontré la prolifération cellulaire dans I'intégtaez les souris greffées. L'idée d'utiliser les
cellules souches épidermiques pour traiter lesnémfhr(lés en pratique courante nous a
séduits, et notre pratique chirurgicale quotidiemms a rapidement orientés vers une
transplantation autologue des kératinocytes enesisspn.

Peu de centres utilisent la transplantation kéoatitaire chez les adultes brilés et encore
moins chez les enfantk vitro, nous avons étudié les capacités productives efdrailves
des tissus cutanés des enfants et des adultesi®tamons constaté rapidement la supériorité
de kératinocytes issus de prépulrevitro, les kératinocytes préputiaux proliferent 15 fois
plus que ceux issus d’une peau adulte. Dans na@&& gle trouver le site optimal donneur des

kératinocytes, en particulier en vue de grefferzche petite fille, nous avons comparé
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différentes régions anatomiques cutanées pédiasigyrepuce, oreilles et autres sites

donneurs...

Le cuir chevelu humain semble étre un site inté@am@sPlusieurs équipes ont démontré que
les cellules souches folliculaires de cheveux,ésitdans la région de renflement « bulge »,
peuvent donner lieu a plusieurs types de cellulesotlicule pileux ainsi que des cellules
épidermique (Limat al 1986, Taylor et al 2000). @sgant, il nous semble difficile en
pratique clinique chez I'enfant d’extraire ces aleglé des follicules pileux, profondément
situées. Dans ce cadre, une étude comparativatdesienneurs chez les adultes réalisée par
Lavoie et al en 2011, étudiait le cuir chevelurdgion auriculaire (pré-auriculaire et post-
auriculaire) et du tronc. La peau du cuir cheviuypeau auriculaire ont été obtenues suite a
un lifting et la peau du tronc suite & une chirengiammaire. L'expression de la kératine K19
a été utilisée pour évaluer la proportion de cefiidouches. La proportion de cellules K19+
auriculaire était le double de celles du cuir chevet du tronc, et cette supériorité
d’expression se maintenait en cultures. Par contegpression K19 s’est avérée plus
importantein situ dans la peau du cuir chevelu. Ces résultats indiqgiee, en plus du choix
d'un site donneur riche en cellules souches, ldit§udes cultures dépend fortement de la
capacité a extraire ces cellules a partir de lpddeocutanée. Par ailleurs, I'expression de K10,
marqueur de différenciation terminale, était nedrtnsupérieure au niveau du tronc. Au
passage notons que, la densité des cheveux vaeiali7O & 430cheveux/énpour le cuir
chevelu, et de 220-1130cheveuxfopour une peau de la région auriculaire, tandis lgue
diametre moyen des follicules pileux du cuir chavétait le double de celle des follicules
auriculaires. En dépit des différences dans ldetat la densité des follicules pileux, le

rendement total des kératinocytesfenété similaire pour les 2 sites.

Compte tenu des difficultés a récolter les cellglesches en profondeur dans le cuir chevelu,
nous avons étudié les différents sites donneurs ldr@fant a la recherche d’'une peau fine et
facile & prélever sans laisser une cicatrice disguae. Les données acquises en chirurgie
plastique pédiatrigue nous ont orientés vers lauppeéputiale obtenue suite a une
circoncision et auriculaire obtenue suite a unelasiie. Les kératinocytes de prépuce ont
une plus grande capacité régénérative que lesikécgtes auriculaires, ils expriment peu les
marqueurs de différenciation (filaggrine, loricriaetransglutaminase), et plus les marqueurs
de cellules souches (K19, p63). Contrairement awratkhocytes auriculaires, les
kératinocytes de prépuce ont de grandes capacitédareconstruction épidermique, menant

a bien la reconstruction 3D d'un épithélium multiche (RHE), dans lesquelles les
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marqueurs de différenciation ont été progressiveéraede maniere appropriée exprimés. Ces
résultats indiquent que les Kkératinocytes prépxtiguésentent un phénotype initial
indifférencié, favorable a une haute capacité régdive. A la lumiere de nos constations
vitro, nous avons proposé d'utiliser les kératinocytepyti@aux non cultivés en suspension
pour une transplantation extemporanée autologue cles enfants porteurs d’'une brdlure
profonde (Mcheiket al 2009, 2010).

L'utilisation avec succées de la transplantationat@ocytaire autologue a été décrite la
premiéere fois par Hunyadi et al en 1988. Ces astemt obtenu la cicatrisation chez 25
patients suivis pour une brQlure ou une ulcératremeuse. Depuis, les succes avec la
transplantation kératinocytaire autologue chezmgents bridlés ont été rapportés dans des
petites séries (Zweifel et al 2008, James et aD2@erlach et al 2011). Chez 13 enfants
atteints d'une brdlure profonde avec une SCB de\W®ad et al en 2012 ont mené une étude
randomisée dans 3 groupes: le premier groupe anegansement standard (IntrasiteTM,
Acticoat TM et Duoderm tous les 3 jours), le deme&egroupe avec Biobrahet le dernier
avec Biobran®et greffe cellulaire autologue, en utilisant le Reecell. Les enfants du dernier
groupe ont cicatrisé rapidement et d’'une manietisfasante : les patients ont eu moins de
pansements, un temps de guérison plus court etideaux de douleur plus faibles. Devant
ces résultats, il était évident que cette procégerd étre intégrée a I'arsenal thérapeutique
existant chez les patients gravement brdlés. Darsautre étude de 16 adultes brilés (SCB
de 51%), Lee en 2012 a décrit la greffe d’'une susipe de kératinocytes abdominaux
cultivés 16 jours, combinée a une greffe de peae én filet expansée 6:1. En attendant la
transplantation, une allogreffe d’une peau de caddaété employée. Une prise de greffe était
constatée sur 90% de surface en 8 semaines. Cerdeavail a eu le mérite de montrer que
cette transplantation kératinocytaire peut s'inkégtans les procédures existantes dans la
prise en charge des brilés. Une transplantatiosuspension peut étre employée également
pour les plaies chroniques (insuffisance vasculktirdiabéte), Shukla et al en 2010 ont greffé
des kératinocytes de la cuisse chez 15 patientdteaduSix patients ont cicatrisés

completement en 12 semaines, 1 patient en 16 seseir? patients en 20 semaines.

Dans notre étude, les garcons brilés et greffés des kératinocytes autologues isolés du
prépuce conduit a une épithélialisation accélévée ane qualité améliorée par rapport a des
greffes de peau classiques. Nous avons obtenuicateiae de tres bonne qualité: coloration,
pigmentation et souplesse sans hypertrophie outpicheik et al 2013). En outre, la

transplantation de kératinocytes en suspensionisa@térée indispensable lorsque de vastes
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zones brldlées ne peuvent pas étre couvertes pargugite de peau standard. Cette
transplantation kératinocytaire représente unenigale facilement applicable pour un grand
nombre d'équipes de chirurgie pédiatrique et peunetorganisation optimale pour réaliser
une greffe au temps adéquat (la circoncision eaise® 12 heures avant la procédure de
greffe), en évitant les longues et laborieusesupest difficilement compatibles avec la

pratique clinique.

A ce stade, nos résultats nous ont encouragésliaerék transplantation kératinocytaire

autologue préputiale en suspension chez les galgalés. De suite, la premiere question qui
se posait: « que faisons-nous pour les fillesSuite a la digestion enzymatique, la peau
auriculaire était initialement moins productive daegeau préputiale. Le pouvoir prolifératif

des kératinocytes auriculairds vitro était 2 fois inferieur a celui des kératinocytes
préputiaux, mais avec un temps de doublement migatiNous avons finalement opté pour
une transplantation kératinocytaire auriculaireobngue chez deux patientes brdlées. En
sachant qu’en cas des difficultés, nous pouvionptos proposer une greffe de peau fine en
filet. Rapidement, nous avons constaté I'échecrdBegcellulaire chez les filles et nous avons
opté pour une greffe d’une peau fieposteriori, Les résultats cliniques obtenus chez les
filles sont bien corrélés aux résultats de culiargitro 3D, qui montrent bien la mauvaise

gualité des RHE issus des kératinocytes auricslaire

Une deuxiéme option pour les filles serait l'allefje kératinocytaire préputiale? Une

transplantation allogénique a travers la barrignestbcompatibilité est habituellement rejetée
en 10 a 14 jours, sauf si le systeme immunitairéhdge est inhibé. Le tissu cutané contient
des cellules immunitaires présentatrices de I'angg pouvant engager le rejet du greffe par
I'expression des molécules d'histocompatibilité alesse [I. Néanmoins, ['utilisation de

kératinocytes de prépuce est proposeée pour I'aftegykératinocytaire ou les reconstructions
épithéliales (De Corte et al 2012). Ainsi, récemtretriors d’'une large étude multicentrique,

Kirsner et al en 2012 ont greffé les ulcéres debmmweineux chroniques par une suspension
kératinocytaire et fibroblastique allogénique isslie prépuce néonatal et administrée par
spray. Ces résultats étaient concordants avecaesux réalisés par Haslik et al en 2010, ou
les résultats de la cicatrisation entre une grieffiatinocytaire allogénique et une greffe de
peau fine étaient comparables chez 27 patientss [Bar2 séries, les cellules étaient irradiées
et seul I'effet sécrétoire de la greffe était reché. Vu les résultats, nous retiendrons qu’au
dela d'une prise de greffe kératinocytaire, il ssipposé que la greffe kératinocytaire

allogénique accélere la cicatrisation par I'expogsde cytokines et de facteurs de croissance.

71



Cependant, les mécanismes de la cicatrisation idésrés aprés transplantation d'allogreffe
ne sont pas encore bien caractérisés. La barnigamée épidermique est formée en majeure
partie par les kératinocytes qui sécretent uneitmdé de molécules biologiques actives, en
particulier cytokines et facteurs de croissance,cqgutribuent aux réactions inflammatoires
et la guérison des plaies. Ce sujet présente @woe jprivilégiée dans nos perspectives : nous
souhaitons évaluer le rdle des facteurs cytokirdgare cours de la greffe dans la réaction

inflammatoire et la cicatrisation.

Pour revenir aux enfants brllés de sexe féminimsnsouhaitons continuer nos travaux
comparatifsin vitro et plus particulierement les cultures RHE 3D, qoesnconsidérons
comme un élément prédictif de la réussite dunenspiantation. Nous étudierons
comparativemenin vitro la région inguinale, la région rétro auriculaired&utres sites chez

I'enfant et chez I'adulte en vue d’'identifier dé®es donneurs.

In vitro, nous souhaitons approfondir I'étude des marquewrsveeau membranaire ainsi que
'analyse transcriptomique kératinocytaire. L'olijeétant de tenter d’affiner notre procédure
de transplantation en utilisant une population uwialte souche homogene, avec la
concentration cellulaire adéquate pour la réusbitee greffe. Et cette greffe peut étre menée
dans une étude multicentrique dans le cadre d’uR®H Dans ce cadre, nous pouvons
étudier I'association d’'une transplantation kématytaire et d’'un derme artificiel pour la

greffe d’une brdlure profonde di"™S degré.

Enfin, nous proposons une technique facile et egple pour la greffe ce qui est essentiel
lorsque les ressources d’'un pays en développenermniermettent pas de faire face aux
dépenses dans le traitement des plaies commellesds, génératrices d’'une mortalité élevée
chez les enfants. Dans ce cadre, nos projets diaestnde travailler en collaboration avec les
centres de chirurgie pédiatriques (Burkina Fasste ©’ivoire) prenant en charge les enfants
brlés pour étudier la possibilité de mettre ercelées procédures d’une transplantation

kératinocytaire.

En conclusion, grace a des travaux de recherctagafoentaux, nous avons déemontré que la
transplantation des kératinocytes fraichement ssdié prépuce accélére la cicatrisation avec
une haute qualité fonctionnelle et esthétique. tdmg nombre de kératinocytes peuvent étre
récoltés en quelques heures et la greffe peut réaksée extemporanément. Appliquer

directement les cellules sur la plaie a l'aide diigpositif de suspension, tel qu'un aérosol ou

une seringue en goutte a goutte, supprime l'utibdgad’'une membrane de transfert, ce qui
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élimine une source potentielle d'inefficacité. €gitocédure permet de greffer une grande
surface brQlée a partir d’'une faible surface cutapkelevée quelques jours apres l'accident.
Elle permet également la récolte et la transplamtatle toute la population cellulaire

epidermique. Nos succes cliniques et la facilitdaderocédure dans la salle d'opération nous
permettent de proposer la greffe autologue kéreymtaire comme une procédure standard,

gui peut étre ajoutée a l'arsenal thérapeutique&gepes prenant en charge les enfants brdlés.

La transplantation kératinocytaire autologue erigua clinique chez les enfants bralés était
fondée et soutenue par les travaux fondamentautte Cellaboration nous encourage a

renforcer les liens entre les cliniciens et legcheurs pour optimiser nos actions.
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Résumé

In vivo, I'épiderme se régénére en continu a travers léif@mation des cellules souches
basales. Celles-ci, obtenues a partir d’'une béomgsitanée, peuvent étre greffées pour
régénérer la peau. En vue de la transplantaticatikécytaire, nous avons étudievitro leur
capacité a régeneérer un épithélium en fonctionede brigine anatomique, et précisé leur
phénotype. Par rapport aux différents sites étudiéss montrons que les kératinocytes issus
de prépuce ont la plus grande capacité prolifezagivrégénérative, associée a une expression
exacerbée de marqueurs d’immaturité, la p63 eéfatihe 19 et une faible expression des
marqueurs de la différenciation (involucrine eadigrine). Ces résultats nous ont amené a
utiliser ces kératinocytes préputiaux en suspensoam transplanter les enfants brdlés, ce qui
evite [l'utilisation d’'une membrane de transfert,um® potentielle d'inefficacité. La
transplantation des brulures avec ces celluleslagues conduit a une épithélialisation
acceélérée avec une cicatrice de grande qualitéréseattats et la facilité de la procédure nous
permettent de proposer la greffe autologue kéreyitaire de prépuce comme une procédure
standard, qui peut étre ajoutée a l'arsenal thétigpe des équipes prenant en charge les
enfants brdlés.

Mots clés : bralures, enfants, kératinocytes piriépyt transplantation autologue.

In vivo, the skin regenerates continuously through théferation of basal stem cells. That
can be obtained from a skin biopsy and may beepdti regenerate skim vitro, we studied
the regenerative keratinocyte capacities accordmgsite donors, and we noted that
keratinocytes from foreskin have the greatest fam@tive and regenerative capacities,
combined with expression of progenitor cell mark@&3 and keratin 19) and low expression
of epidermal differentiation markers (involucrindafilaggrin). These results led us to use
these preputial keratinocytes in suspension foit gnaburned childrenApply directly cells
with a suspension device, eliminates the use cdrester membrane and a potential source of
inefficiency. In our study, boys grafted with autgbus keratinocytes isolated from foreskin
leads to epithelialization with a high quality afas. This technique is easily applicable to a
large number of pediatric surgery teams. Our dihsuccess and the safety of the procedure
in the operating room enable us to propose thetikéyataire autologous transplantation as
a standard procedure, which can be added to thapiatic armamentarium in burns.

Keywords: burns, children, preputial keratinocytastologous transplantation.



