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- Serment d'Hippocrate

t d’étre admis a devenir membre de [a profession médicale, je m’engage

solennellement a consacrer ma vie au service de ['humanité.
Je traiterai mes maitres avec le respect et la reconnaissance qui leur sont dus.
e pratiquerai ma profession avec conscience et dignité. La santé de mes malades sera mon

premier but.

Je ne trahirai pas les secrets qui me seront confiés.

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

profession médicale.

Les médecins seront mes fréres.

— w'-‘*n.,

Aucune considération de religion, de nationalité, de race, aucune considération politique e

sociale, ne s'interposera entre mon devoir et mon patient.

Je maintiendrai strictement le respect de la vie humaine dés sa conception.

itﬁm aux,

Al ;

e sous la menace, je n’userai pas mes connaissances médicales d"une fa;#co

l lois de [ humanité.

Je m’y engage librement et sur mon ﬁonneur

Déclaration Genéve, 1948
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qui m’a permis de voir ce jour tant attendu.
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CS
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IFATS
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LISTE D’ABREVIATIONS

: plasma riche en plaquettes
: Cellule souche mésenchymateuse
: Antiinflammatoire non stéroidien
: stromal-vascular fraction ou fraction vasculaire stromale
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: adipose-derived stem cells ou Cellules souches dérivées du tissu adipeux
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: Centre de médecine régénérative
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: induced pluipotent stem cells ou cellule souche pluripotente induite
: Société internationale de thérapie cellulaire
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: Cellule souche hématopoiétique
: Colony forming units fibroblast ou unités formant colonies de fibroblast
: Cellule de lipoaspirat traité
: Société internationale de technologie appliquée au graisses
: Facteur de nécrose tumoral
: Facteur de croissance tumoral
: Facteur de croissance endothelial vasculaire

: facteur de croissance basique des fibroblastes

: Méthode enzymatique

: Méthode mécanique



MMP1
ADSC-CM
HDF

UVB

ATE

ADSC-Exo

: Métallo-protéase 1

: Milieu conditionné des cellule souches derivées du tissu adipeux
: Fibroblaste dermique humain

: Ultraviolets B

: Extraits du tissu adipeux

: Exosomes des cellule souches mésenchymateuses derivées du tissu adipeux
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Devant le besoin croissant de remplacer ou de régénérer les tissus endommagés, des
cellules ont été exploitées a cet égard, notamment les cellules souches. Elles présentent un
potentiel illimité en ingénierie tissulaire avancée et en thérapies cellulaires, qui peut fournir des

solutions thérapeutiques a de nombreuses pathologies dans divers secteurs médicaux [1].

Les cellules souches sont des cellules non spécialisées, capables de s'auto-renouveler et de
se différencier en n'importe quelle cellule de I'organisme en fonction de leur potentiel de
différenciation. Elles existent aussi bien dans les embryons que dans les cellules adultes. La
capacité de différentiation diminue a chaque étape de développement, allant de la cellule souche

totipotente a la cellule souche unipotente.

Jusqu'a la fin du XXe siécle, la population de cellules souches mésenchymateuse la mieux
caractérisée et considérée comme possédant une capacité multipotente est celle des cellules
souches mésenchymateuses (CSM) de la moelle osseuse, mais la faible quantité de tissus
pouvant étre prélevée et de cellules pouvant étre récoltées, a encouragé la communauté
scientifique a chercher une source plus abondante et plus accessible de cellules souches. Le
tissu adipeux s’est révélé comme une source attrayante ce qui a augmenté de facon
exponentielle la recherche sur les cellules souches mésenchymateuses d’origine

adipeuse(CSMA).

Par définition, les cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse(CSMA) sont des
cellules multipotentes, prolifératives et adhérentes au plastique, isolées du tissu adipeux,
capables d'exister en un état indifférencié, et également subir un auto-renouvélement et une

différenciation multilinéaire, conduisant a des cellules différenciées terminales.
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En raison de leur potentiel, et leur facilité de récolte en grande quantité avec une morbidité
minime au niveau du site donneur, les CSMAs se sont montrées particulierement prometteuses

pour les thérapies régénératives.

Notre travail rejoint des études[2][3]1[4] déja établies dans ce sens en mettant I'accent sur
I'isolement des cellules souches mésenchymateuses a partir du tissu adipeux et de leurs

différentes indications en chirurgie plastique et réparatrice.
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. Obijectif de I’étude :

L’objectif de ce travail est de :
e Evaluer et discuter I'apport quantitatif des cellules souches mésenchymateuses
d’origine adipeuse chez nos patients ;
e Evoquer quelques indications d’utilisation des CSMAs en chirurgie réparatrice et
esthétique ;
« FEtablir des recommandations, afin d’optimiser les techniques d’extraction du tissu

adipeux, d’acheminement et d’isolement et d’injection des CSMAs

Il. Type de I’étude :

L’étude est rétro et prospective, descriptive et analytique.

lll. Population cible et échantillonnage :

La population cible est constituée de patients admis au service de chirurgie plastique du
CHU Mohammed VI de Marrakech, pour prise en charge de defects tissulaires, de séquelles de
brilures, ou de conséquences de I’age, durant une période de 22 mois, s’étalant de Janvier 2020
a Octobre 2021.

Criteres d’éligibilité et d’exclusion : (voir Annexe 1).

IV. Recueil des données :

Le recueil des données anamnestiques, cliniques, paracliniques, thérapeutiques et

évolutives de chaque patient a été réalisé a partir des dossiers médicaux archivés au niveau du
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service de chirurgie plastique du CHU Mohammed VI. Les informations ont été recueillies a I'aide

d’une fiche d’exploitation établie au préalable : (voir Annexe 2).

V. Consentement éclairé et photographie :

Une documentation photographique précise a devenu incontournable en chirurgie
reconstructrice, cosmétique et plastique a des fins cliniques et scientifiques. En régle générale,
le « consentement éclairé » exige que le patient soit informé des risques du traitement, le
pronostic et les traitements alternatifs avant d’approuver le traitement. Le consentement n'est
pas un événement ou une signature mais est un processus continu de communication qui se
poursuit tout au long de la période préopératoire, péri-opératoire, et les soins postopératoires.

(Voir Annexe 3).

VI. Isolement des cellules souches adipocytaires :

1. Préparation et techniques de prélévements :

a) Préparation au geste :

Les consignes suivantes devaient strictement étre respectées avant I'intervention :
Arrét strict du tabac pour au moins 2 mois.
Arrét de la prise d’aspirine, d’AINS, ou d’anticoagulants oraux dans les 15 jours qui
précedent I'intervention.
Arrét de la contraception oral 1 mois avant I'intervention.

Une douche la veille de I'intervention

b) Prélévement du tissu adipeux :

Tous nos patients ont été admis dans une salle de petite chirurgie spécialement dédiée au
préléevement de graisse et équipée de matériels spécifique a la lipoaspiration.

i. Matériel pour liposuccion :

Le plateau technique était composé de:(Voir figure 1)

e Jeu de canules d’infiltration et de liposuccion
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Seringues de Luer-Lock

Instrument pour sutures

Instrument pour anesthésie locale

Antiseptiques et champs stériles

Figure 1 : A. canules de lipoaspiration (a gauche) et d'infiltration (a droite) /B. Matériels

d’extraction du tissu adipeux

ii. Préparation de I’infiltration :

Le fluide tumescent est préparé a I’aide de la solution de Klein contenant pour 500 cc de
Sérum salé isotonique : 20 cc de Xylocaine 2% + 1 mg d’adrénaline + 25 cc de Bicarbonate de

Sodium (figure 2).
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Figure 2 : solution de Klein

iii. Le site de prélévement :

Le site de préléevement est la paroi abdominale sous ombilical et flancs pour I’ensemble de nos

patients, au niveau de la graisse profonde en respectant 5 mm en sous dermique. (Figure 3).

Figure 3 : Le site de prélevement

iv. Infiltration :
La xylocaine 2% a été injectée en sous ombilicale, et une incision de 1 mm a été faite par
une lame chirurgicale N° 11, au-dessous de I'ombilic, permettant la pénétration de la canule

d’infiltration. (figure 4)
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Une infiltration préalable est réalisée pour tous nos patients dans un but antalgique et
hémostatique et est administrée a travers une canule d’infiltration calibre 3mm/4 mm, en
adoptant la technique WET (figure 4). Il est important d'attendre environ 30 minutes apreés la
tumescence afin que le liquide s'infiltre et que ses effets pharmacologiques complets prennent

effet. Ceci est révélé par une légére diminution de la fermeté et de la capacité a saisir la peau.

Figure 4 : Technigue (A) et canule d’infiltration (B)

v. Lipoaspiration

Figure 5: Les canules de lipoaspiration montées sur seringue
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La lipoaspiration fait appel a des canules mousses, atraumatiques, en titane malléable, de
calibre 4 mm avec 5 trous (4 latéraux et 1 grand ventral). La canules est montée sur une
seringue de 60 cc (figure 5)

Le vide est fait par le verrou autobloquant, permettant I’aspiration a travers un tunnel par
des mouvements de va et vient, en vérifiant constamment le saignement, si ce dernier est
observé, le tunnel est changé. (Figure 6)

Un drainage par pression est fait afin d’éliminer le reste de l'infiltration et I'’épanchement
séro-hématique, ensuite I'acide fucidique est appliqué au niveau de l’incision avec une

compression légere de I’abdomen.

Figure 6 : Lipoaspiration

Le lipoaspirat a été ensuite laissé pour décantation sous I’action de la gravité, et la fraction
aqueuse est éliminée (figure 7)

La quantité de graisse prélevée apres décantation varie entre 30cc et 120 cc.

- 10 -
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Graisse

Sang et solution
d’infiltration

nnnnnn

Figure 6 : Décantation du lipoaspirat.

c) Prélévement sanguin pour Plasma riche en plagquettes :

Un prélévement sanguin de 48cc a été réalisé via une veine périphérique en utilisant un
tube contenant le citrate de sodium comme anticoagulant (figure 8 et 9). Les tubes seront

acheminés ensuite au Centre de Médecine Régénérative.

-11 -
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Figure 8 : prélévement sanquin Figure 9 : Tubes citratés pour recueil du PRP

2. Acheminement et isolement des cellules souchesmésenchymateuses

d’origine adipeuse au Centre de Médecine régénérative :

a) Acheminement des prélevements :

Les seringues sont verrouillées a I'aide d’un bouchon, étiquetées puis placées dans une
boite stérile. (Figure 10)

Les prélevements du tissu adipeux et sanguins ont été mis dans un récipient stérile au
Centre de Médecine Régénérative, a température ambiante, dans les 5 minutes suivant le

prélévement, munis d’une fiche diment remplie.(voir Annexe 2)

-12 -
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Figure 10 : Mise en condition

b) Isolement des cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse :

Les CSMAs ont été isolées a partir de la fraction vasculaire stromale (SVF), qui a été
obtenue a partir du tissu adipeux apres lavage mécanique, digestion enzymatique et
centrifugation.

L'immunophénotypage des différentes cellules contenues dans la SVF a été basé sur la
Cytométrie de flux.

i. Préparation du poste de travail : (Figure 11)

= Mise en marche du poste de sécurité microbiologique (PSM) ;

= Désinfection des mains par une solution hydro-alcoolique ;

= Utilisation de gants chirurgicaux stériles ;

= Désinfection des surfaces par I’éthanol a 70% ;

* Introduction des cellules et éléments du kit dans le PSM en les aspergeant avec de I’éthanol a

70 %.

- 13-
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Figure 11 : Poste de travail

ii. Lavage :
Les seringues bouchonnées sont placées verticalement pour séparer les fragments de
tissus flottants de la solution tumescente et du sang (figure 12). Aprés retrait du bouchon la
fraction flottante, quiest de couleur orange vif, elle est retirée par pression sur le piston de la

seringue et est éliminée.

- 14 -
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Figure 12 : Décantation

Un lavage des cellules est réalisé par I'ajout de sérum physiologique. Cette opération est

répétée autant que nécessaire jusqu’a obtention d’une solution finale claire. (Figure 13).

Figure 13 : Lavage

La digestion enzymatique :

Préparation de I’enzyme de digestion : I’enzyme utilisée est la collagénase type | et Il.
Elle est sous forme de poudre dans un flacon stérile. Elle est préparée par I'ajout de
solution saline stérile. (Figure 14).

Le produit cellulaire, initialement lavée est séparé équitablement aprés le dernier
lavage sur 4 tubes a fond coniques stériles de 50mL ;

Le mélange collagénase-sérum salé est ajouté aux tubes. Les tubes sont placés sur
un agitateur thermique, préchauffé a 37 °C pendant 20 mn environ. (Figure 15).

Le processus de digestion est inspecté visuellement. Il est arrété une fois le processus

de digestion est terminé.

- 15 -
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Figure 15 : Incubation/Agitation

iv. Centrifugation :

Le processus a pour but de séparer le culot cellulaire du surnageant. Le surnageant est

éliminé. (Figure 16).

- 16 -
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Figure 16 : Centrifugation

1. Préparation du Plasma riche en plaquettes :

e Les tubes ont subi un double processus de centrifugation ; (Figure17)

e Apres la premiere centrifugation, le plasma surnageant contenant les plaquettes a été
récupéré ;

e La seconde centrifugation, a permis de séparer le mélange plasma/Plaquettes en une
fraction plasma pauvre en plaquette PPP (le surnageant) et le PRP (le 1/3 inferieur) ;

e Le PRP a été homogénéisé et préparé pour qu’il soit mélangé avec les cellules souches
mésenchymateuses ;

e Une activation du PRP, a été réalisée ; (Figure 17 A)

-17 -
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Figure 17 : (A) Centrifugation du prélevement sanquin, (B) Activation du PRP.

2. Mélange du Plasma riche en plaquettes et cellules souches
mésenchymateuses d’origine adipeuse et réacheminement au service de
chirurgie plastique et réparatrice :

A la suite de la centrifugation

e Le culot contenant les CSMAs a été isolé a I'aide d’une pipete ; (figure 18).
e Un échantillon a été mis de c6té pour le comptage et le phénotypage ;

e Le culot a été mélangé au PRP (précédemment préparé) ;

e Le mélange a été filtré a I'aide d’un filtre de 100 micrométres ;

- 18 -
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e Le produit final a été ensuite placé sur une seringue étiquetée afin d’étre
acheminé au service de Chirurgie Plastique et Réparatrice ; (figure 19).

e Une activation du produit final par une lumiére LED a été réalisée afin
d’augmenter I’efficacité.

e Le mélange CSMA et PRP a été réacheminé dans une boite stérile, a
température ambiante au service de chirurgie plastique réparatrice et

esthétique.

Figure 18: Isolement du culot des CSMAs

- 19 -
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Figure 19: le produit final

VIl. Injection des cellules souches mésenchymateuses d’origine
adipeuse :

Le produit préparé au CMR est transféré dans des seringues de 1 cc et était prét a

I'injection.

L’injection des CSMAs se fait 2h30 a 3h aprés leur préléevement. 1 seule séance a été
réalisée pour tous nos patients.

Les pertes de substances chroniques ont été injectées a I'aide de seringue de 1cc en intra
Iésionnel, bourgeons et périphéries.

Pour les séquelles de brilures, les CSMAs ont été injectées en intra et péri-lésionnel.

Pour I'alopécie, les CSMAs ont été injectées a I'aide d’une seringue 1 cc, aiguille 30 G.

- 20 -
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Pour le rajeunissement facial, les CSMAs ont été injectées a I'aide de canule d’infiltration

spécialement adaptée a la face dans le tissu sous cutanée. (Tableau I)

Tableau | : Indications d’injection des CSMAs, sites d’injection et photos

Indications

Sites d’injection

Photos

Pertes de substance
chroniques

Intra Iésionnel, bourgeons et
périphéries.

-21 -
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Séquelles de brilures Intra lésionnel et périphéries
Alopécie Quadrillage d’1 cm?
Rajeunissement facial Intra cicatriciel

Le pansement a été éffectué pour les PDS a I'aide de : Tulle gras + Pommade antibiotique
Les patients ont été mis sous antalgiques (Paracétamol) + antibiotiques (Amoxicilline +

Acide fucidique) en fonction des indications, et sont tous revus a un intervalle moyen de 3 mois

-22-
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et 6 mois apres injection des CSMAs. Des photographies ont été réalisées a incidence et distance
égale permettant une évaluation équitable des résultats.

L’évolution était jugée cliniquement, et par le logiciel Ekare.Inc sur tablette, qui permet la
mesure en profondeur (3D) en surface (2D) et en volume en cm3 en fusionnant les deux données

précédentes.

VIll. Caractérisation des cellules souches mésenchymateuses

d’origine adipeuse par cytométrie en flux :

Les cellules souchesmésenchymateuses d’origine adipeuseont été colorées avec une

concentration saturante d’un cocktail d’anticorps (Tableau Il), selon les instructions du fabricant
pendant 20 minutes a température ambiante dans I'obscurité.
Les CSMAs ont été ensuite analysées, par cytometrie en flux Macs Quant 10 Miltenyi Biotec.

Tableau Il : Les marqueurs pertinents pour la caractérisation des cellules souches

mésenchymateuses.

Marker Expressed by

MSC-positive marker

CD73,CD90,CD105 MSCs

MSC-negative marker

CD14 Monocytes and macrophages

CcD19 Pan B cells

CD34 Primitive hematopoietic progenitors and endothelial cells
CD45 Pan-leukocyte cells

HLA-DR Dendritic cells, B cells, monocytes, macrophages

IX. Outils digitaux et statistiques :

L’analyse de I’évolution clinique a été effectuée a I'aide su logiciel Ekare Inc, I'analyse

statistique des données a été effectuée a l'aide du logiciel SPSS. La saisie des textes et des

- 23 -
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données a été faite sur le logiciel Microsoft Word et celle des graphiques sur le logiciel SPSS

version 21. La bibliographie a été réalisée a I’aide du logiciel Zotero.

X. Considérations éthigues :

L’équipe de travail a veillé sur I'anonymat et sur la confidentialité des données de nos

patients.

-24-
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RESULTATS

I. Données épidémiologiques :
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20 patients répondaient aux critéres d’inclusion et d’exclusion ont été candidats a une

injection de CSMAs avec résultats comme suit :

1. Répartition selon I’'age :

Moyenne d’age : 39,40 avec des extrémes de 15 a 75 ans.

La majorité des patients appartenait a une tranche d’age comprise entre 15 et 30 ans,

constituant ainsi 35 % des patients, suivie par la tranche d’age de 30 a 45 ans avec un
pourcentage de 30 %.

Effectif

30-45

Age

Figure 20 : la répartition des patients selon I’adge.

2. Répartition selon le sexe :
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Sexe
[ femme
O homme

Figure 21 : Répartition des patients en fonction du sexe.

Notre série a été caractérisée par une prédominance féminine, 60 % des patients étaient

des femmes, soit un sex-ratio H/F de 0,66.
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Figure 22 : Sexe des patients par tranche d’age

La population jeune de 15 a 45 ans est caractérisée par une prédominance féminine, alors

que la population agée est prédominée par le sexe masculin.
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3. La distribution géographique :

Parmi les 20 patients, 19 provenaient du milieu urbain soit 95%, et 1du milieu rural soit

Ville

B urbain
O rRural

Figure 23 : la répartition géographique des patients.
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4. Répartition selon le niveau socio-économique :

Le niveau socio-économique des patients a été jugé par rapport a leur profession et le type
de couverture sociale dont ils bénéficient (Ramed, mutuelle, ...)
Dans notre série, 30 % des patients avaient un niveau socioéconomique moyen, 55 %

avaient un niveau bas et seulement 15 % avaient un bon niveau socioéconomique.

Niveau socio-
economigue
Wbon

Cmoyen
Opas

Figure 24: la répartition des patients en fonction de leurs niveau socio—économique.
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Il. Données cliniques :

1. Antécédents

a) Antécédents médicaux :

Les antécédents médicaux ont été retrouvés chez 2 patients, soit 10% des cas :
e 1 cas de diabéte de type 1 ;

e 1 cas d’anémie ferriprive ;

b) Antécédents chirurgicaux :

Les antécédents de chirurgie plastique et reconstructrice ont été retrouvés chez 6 patients,
soit 30 % des cas :
e 5 greffes cutanées
e 1 lambeau cutané
Les antécédents de chirurgies traumatologiques ont été retrouvés chez 4 patients, soit 20%

des cas.

c) Antécédents toxiques :

e Tabac : Dans notre série 5 patients sont tabagique et 1 patient sevré. Soit 25 %

e Alcool : 2 patients, soit 10 %
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2. Examen clinique :

a) IMC

42,86% des patients ont un IMC normal, 38,10 % sont en surpoids, alors que 19,5 % sont
obéses.

107

Effectif

18,5-249

Figure 25 : La répartition des patients en fonction de leurs IMC
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3. Indications d’injection des cellules souches adipocytaires :

Les indications ont été subdivisées en 2 volets :
e Le premier : cicatrisation pathologique englobant les pertes de substances
chroniques ainsi que les séquelles de brilures.
e Le deuxieme : indications esthétiques qui comprennent le rajeunissement facial et
I'alopécie.
2/3 des indications portent sur la réparation tissulaire et 1/3 sur des indications

esthétiques.

Indications

M Cicatrisation pathologique
Oindications esthétiques

Figure 26 : Les indications d’injections de cellules souches mésenchymateuses d’origine

adipeuse dans notre étude.
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lll. Caractéristiques des prélévements graisse et sang :

La quantité de graisse prélevée varie entre 30 et 120mL, avec une moyenne de 68,75 mL

48 mL de sang a été prélevé pour tous les patients.

60 mL de graisse a été prélevé chez 42,85 % des patients.

Moyenne = 63,75

10,0 Ecglétutype =27 504

8,0
!E &,0-
o
=
18]

4,07

2,0

00 T T T

23 30 73 100 125
Graisse

Figure 27 : Répartition des patients en fonction de la graisse prélevée.
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IV. Données de comptage et de phénotypage des cellules souches

mésenchymateusesd’origine adipeuse :

1. Résultats du cymomeétre

Le comptage et le phénotypage des cellules ont été fait chez 11 patients.

Les cellules isolées ont été caractérisées par un test de Cytométrie de flux, les marqueurs
CD90+/CD105+/CD73+ ont été détectés dans notre population de cellules. (Figure 28)

Le marqueur de CSM CD90+ et le marqueur d'endogline CD105+, marqueurs de la
population endothéliale, comme I'ont suggéré Bourin et al [5] , et CD73+ marqueur de cellules
stromales caractérisant les CSMAs.

A partir de 1 cc de tissu adipeux récolté, On a eu une moyenne de 6,82 x 105CSMAs.

(Tableau III)
Tableau lll : Rendement des CSMAs
Statistiques descriptives
N Minimum Maximum Moyenne Ecart type
11 12000 5360000 682045,45 1563219,132
Rendement

11
N valide (listwise)

Les cellules viables présentant les marqueurs CD105, CD90 et CD73 ont été cherchées.
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Figure 28 : Histogrammes de cytométrie en flux des CSMAs isolées d'un patient représentatif. (A)
Histogramme bidimensionnels montrant la coloration pour CD105, CD73, CD90 (Thy-1).
(B) Histogramme bidimensionnels montrant la coloration pour CD45, CD34, CD19, CD14 et HLA-
DR.
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2. Résultats du comptage en fonction des profils des patients :

+ Quantité de graisse :

Multiplication du rendement cellulaire par 5, a partir de 60 mL de graisse. Figure (29)

5360000

679000

394000+

283000

256000

148000

Rendement

140000+

103000

92900

34600

12000+

Graisse

Figure 29 : Rendement des CSMAs en fonction de la graisse prélevée.

£ L’dge:
Les rendements cellulaires les plus élevés, en fonction de I’age, ont été constatés chez les

patients agés de 19 a 30 ans
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Figure 30 : Rendement des CSMAs en fonction de tranches d’age.

Le sexe :

La moyenne de rendement en CSMAs chez les femmes était 1,022x106, et chez les
hommes était 8,69x104Le rendement cellulaire chez les femmes est 11 fois supérieur que chez

les hommes. (Figure 29)

Tableau IV : Moyenne de rendement des CSMAs en fonction du sexe.

Tableau de bord

Rendement
Sexe Moyenne N Ecart-type
femme 1,022x106 7 1923624,561
homme 8,69x104 4 53928,371
Total 6,82x10° 11 1563219,132
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Figure 31: Moyenne de rendement des CSMAs en fonction du sexe.

L’indice de masse corporelle :

Les rendements les plus faibles dans notre série ont été observés pour les valeurs élevées

d’IMC au-dela de 30 kg/m2. (Figure 32)
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Figure 32 : Rendement des CSMAs en fonction d’IMC.
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V. Evolution :

Figure 33 :Age : 47 ans, ATCDs : valvulopatie, IMC :19,2, PDS chronique depuis 1 an suite a une
stérnotomie.Prélévement de 60mL de graisse, le rendement des CSMAs viables est de 1,2x104

A. Avant I'injection des CSMAs, bourgeons hypertrophiques avec inflammation des berges, plusieurs
bourgeons dont les dimensions du plus grand sont 2.5cm x Tcm.

B. Aprés 2 mois réduction de la surface du bourgenon : 0.5 cm x 0.2 cm, avec autres bourgeons.

C. Epidémisation compléte a 6 mois.

Figure 34 :Age 1 64 ans, ATCDs : myosite calcifiante et tabac, IMC :22,1, PDS chronique depuis 2 ans la quantité de
graisse prélevée : 60 mL.

A. Avant I'injection des CSMAs, PDS chronique de 7 cm x 4 cm x 1cm, avec berges inflammatoires, ulcérés et nécrosés.
B. 3 mois aprés I'injection, 6 cm x 3.5 cm x 0,5 cm, bourgeon propre.

C. aprés 6 mois, épidémisation complete.
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Figure 35 :Age 1 44 ans, ATCDs : Alcool et tabac, IMC :35,9, PDS chronique depuis 1an et demi, quantité de graisse
prélevée : 60 mL, le rendement des CSMAs viable est 9,29x104

A. avant I'injections des CSMAs, PDS chronique au niveau de la face dorsale du pied gauche 1 cm x 1 ¢cm x 0,2 cm, avec
exposition osseuse.

B. aprés 3 mois d’injection, T cm x 1 cm x 0,1 cm, avec bourgeon propre qui recouvre I’os.

C. aprés 6 mois, épidémisation compléte.

Figure 36 : Age : 56 ans, ATCDs : Multiples échecs de greffe cutané, tabac, IMC :26,3, PDS chronique suite a une brilure
électrique, depuis 2 ans, la quantité de graisse prélevée : 60 mL, le rendement des CSMAs : 1,4x105.

A. Avant I'injection des CSMAs, PDS de la face postéro-latérale et interne du 1/3 inférieur de la jambe gauche, 17 cm x 9

cm x 0,5 cm, avec des berges inflammatoires/ ulcérés et bourgeon scléreux et fausse membrane.
B. Aprés 3 mois : réduction des dimensions : 15cm x 8cm x 0,5 cm, bourgeon plus propre de trophicité et
vascularisation améliorées.

C. Aprés 6 mois : prise de la greffe.
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Figure 37 : Age : 24 ans, ATCDs : 0, IMC : 24,6, séquelles de brilure depuis 20 ans,
quantité de graisse prélevée : 120 mL, le rendement des CSMAs viables est 6,79x105
A. Avant I'injection des CSMAs, placard cicatriciel hypertrophique et dyschromique de
I’hémiface droite, avec limitation de |'ouverture buccale.

B. Aprés 3 mois, amélioration des dyschromies, assouplissement de la peau, meilleur
résultat fonctionnel sur la mimique faciale.
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Figure 38 :Age : 44 ans, ATCDs : tabac, alcool, IMC : 29,4, PDS chronique traumatiquedepuis
1 an,la quantité de graisse prélevée : 40 mL, le rendement des CSMAs viables est 1,03x105.
A. Avant I'injection des CSMAs, PDS chronique au niveau de la face antérieure de la jambe
droite, 1,5 cm x 0,5 cm x 0,2 cm et exposition tibia.

B. 2 mois apreés l'injection, 0,5 cm x 0,3 cm.

- 43 -



Cellules souches mésenchymateusesadipocytaires: isolement et indications en chirurgie plastique.

J . ~
Figure 39 :Age: 19 ans, ATCDs : 0, IMC : 18,4, PDS chronique depuis 1an, la quantité de graisse prélevée : 30 mL, le
renndement des CSMAs viables est 5,36x106.

A. Avant I'injection des CSMAs, un placard cicatriciel dyschromique, de 14cm x 6cm.

B. Aprés 3 mois, réduction des dimensions du placard dyschromique, avec une meilleure pigmentation.

Figure 40 : Age : 22 ans, ATCDs : 0, IMC : 28,2, séquelles de bralure depuis 20, la quantité de graisse prélevée : 100 mL.
A. Avant I'injection des CSMAs, placard cicatriciel jugal gauche hypertrophique et pigmentaire.
B. apres 3 mois, assouplissement jugal,

C. Aprés 6 mois, amélioration de pigmentation.
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Figure 41:Age : 29 ans, ATCDs : 0, IMC : de 23,3, séquelles de briilure depuis 6 ans, la quantité
de graisse prélevée : 60 mL, le rendement en CSMAs viables est 1,48x105.
A. Avant I'injection des CSMAs, placard cicatriciel hypertrophique, hyperchromique et rétractile.

B. Aprés 6 mois, assouplissement jugal et meilleur résultat fonctionnel sur la mimique faciale.
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Figure 42 :Age 135 ans, ATCDs : 0, IMC : 22,9, cicatrices d’acné depuis 19 ans, la quantité de graisse prélevée : 120 mL,
le rendement en CSMAs viables est 2,83x105.

A. Cicatrices d’acné, a types dePic a glace et boxcar, de petite et moyenne profondeur, dispersées sur les joues.

B. réduction de la taille des cicatrices

C. Cicatrices moins visibles et amélioration de la coloration de la peau.
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Figure 43:Age : 35 ans, ATCDs : tabac, IMC : 26,4, cicatrices d’acné depuis 8 ans, la quantité de
graisse prélevée : 100 mL, le rendement en CSMAs viables est 3,94x105.

A .avant l'injection, |ésionshyperpigmentaires dispersés au niveau des joues.

B. Amélioration des cicatrices et éclaircissement cutané.

Figure 44: Age : 75 ans, ATCDs : 0, IMC : 32,1, PDS chronique traumatique depuis 5 mois, la quantité de
graisse prélevée : 60 mL, le rendement en CSMAs viables est 2,56x105.

A. Avant I'injection des CSMAs, PDS chronique de la face externe de la cuisse gauche, 5cm x 9 cm x 1,5 cm,
B. Aprés 2 mois,3cm x 1 cm x 1 cm,

C. Aprés 6 mois, épidémisation compléte.
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Figure 45 :Age : 40 ans, ATCDs : 0, IMC : 30,1, PDS chronique post amputation depuis 5 mois, la quantité de graisse
prélevée : 60 mL,

A. Avant I'injection des CSMAs, PDS chroniquedu membre supérieur gauche, 4cm x 2,5 cm

B. Apres 3 mois, en phase d’épidémisation avec réduction des dimensions : 3 cm x 1,5 cm

\
T4

Figure 46 :Age 133 ans, ATCDs : 0, IMC : 23,4, mélasma malaire depuis 5 mois, la quantité de graisse prélevée : 60 mL,

I

A. Avant I'injection des CSMAs.

B. Aprés 3 mois, diminution des Iésions pigmentaires
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Figure 46 :Age : 29 ans, ATCDs : 0, ¢ IMC de 32,3, Alopécie androgénique, la quantité de graisse prélevée est 125 mL.
A. Alopécie siégeant au niveau de vertex et golfes temporaux, cheveux sain en regard.
B. Aprés I'injection : repousse capillaire.

Figure 47 :Age : 29 ans, ATCDs : 0, IMC de 22,3, Alopécie androgénique, la quantité de graisse prélevée est 60 mL.
A. Avant alopécie siégeant au niveau de vertex, cheveux sain en regard.

B. Apres I'injection : repousse capillaire.
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. Généralités :

1. Les cellules souches :

a) Définition :
Les cellules souches peuvent étre considérées comme des unités d'organisation des
systemes biologiques qui sont responsables de la régénération et du développement des
organes et des tissus. Elles peuvent également étre définies comme des cellules indifférenciées,

dotées d'un potentiel d’auto-renouvelement et de différenciation.[6]

b) La différenciation cellulaire:

Le potentiel de différenciation varie dans le nombre de types cellulaires vers lequel les
cellules peuvent se différencier.[6], elles peuvent étre classées en quatre catégories :

e Les cellules souchestotipotentes : ont le plus fort pouvoir de différenciation,
capables de donner lieu a n'importe quel type cellulaire et ainsi constituer tous les
tissus et organes du corps pour finalement former un organisme entier. Ces
cellules ne sont présentes qu’aux tous premiers stades de la vie embryonnaire,
jusqu’a la formation de I’embryon a 8 cellules, I'exemple type est celui de I'ceuf
fécondé. En outre, les cellules totipotentes peuvent donner des cellules participant
a la formation des annexes extra-—embryonnaires, comme le placenta.[7]

e Les cellules souches pluripotentes sont présentes 5 a 7 jours apres la fécondation
de I'ceuf, au stade blastocyste et représentent la masse cellulaire interne du
blastocyste. Elles peuvent donner toutes les cellules du corps[8] appartenant aux 3
feuillets embryologiques, sauf les annexes (Figure 49). Ces cellules souches
embryonnaires (CSE) intéressent les chercheurs, elles peuvent étre mises en culture
dans le cadre de recherches scientifiques contrélées, mais leur utilisation est

controversée sur le plan éthique. Derniérement, des cellules somatiques
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différenciées ont été reprogrammées pour acquérir ce caractére pluripotent tant
convoité : les cellules souches pluripotentes induites (ou iPS)[9][10]. Ces travaux
ont été reconnus internationalement et récompensés par I’attribution du prix Nobel
de physiologie et médecine en 2012. D’autres cellules auraient également ce
caractére pluripotent : les cellules de carcinomeembryonnaire, les cellules souches
de I’épiblaste ou encore les cellules embryonnairesgerminales[11].

e Les cellules souches multipotentes peuvent donner lieu a un large éventail de types
cellulaires appartenant a un seul feuillet embryologique. Elles remplacent les
cellules malades ou agées, fonctionnant ainsi pour reconstituer les cellules du
corps tout au long de la vie d'un individu. Ces cellules apparaissent avec le feetus et
sont présentes chez I'adulte. Les cellules souches hématopoiétiques et les cellules
souches mésenchymateuses (CSM) sont une bonne representation de cette
catégorie. Leur capacité de différenciation est moindre, étant déja engagées dans
un lignage spécifique (ectodermique, endodermique ou mésodermique).
Contrairement aux cellules souches embryonnaires, ces cellules ne soulevent pas
de questions éthiques et font ainsi I’'objetd’un nombre croissant d’études. Méme si
elles ne peuvent pas régénérer un organisme entier, leur potentiel est tout a fait
incroyable et offre de belles perspectives thérapeutiques.[12]

e Les cellules souches unipotentes, situées dans les tissus adultes, ont le plus faible
potentiel de différenciation. Une cellule unipotente aurait la capacité de donner un
seul type cellulaire, quoique cela paraisse de moins en moins évident en raison des
études qui se multiplient prouvant la multipotence chez de nombreux types de
cellules. Les cellules unipotentes proviennent de cellules multipotentes en train de
se différencier dans un lignage spécifique pour donner des cellules progénitrices,

comme les préadipocytes. En outre, en dépit de leur potentiel de différenciation
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limitée, les cellules unipotentes ont elles aussi la propriété importante d’auto-
renouvelement et jouissent encore d’un vaste potentiel thérapeutique pour traiter
les blessures et les maladies. La greffe de peau pour les grands briilés est un

exemple d’utilisation de ces cellules.[12]
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Figure 49 : Origines des cellules souches, de la formation du zygote a I’adulte.
CS : Cellule Souche ; CSE : Cellule Souche Embryonnaire.

2. Les cellules souches mésenchymateuses :

a) Définition :
En 2006, la Société internationale de thérapie cellulaire (ISCT) a publié sa position précisant
les critéres définissant la population des CSM, qui a été acceptée par la communauté scientifique

mondiale. Ces lignes directrices recommandent ['utilisation du nom de cellules stromales
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mésenchymateuses multipotentes, cependant, le nom de cellules souches mésenchymateuses

reste encore le plus utilisé.

b) Identification :

La condition pour l'identification des CSM est la croissance des cellules in vitro en tant que
population adhérant au substrat, ainsi que dans le cas des cellules d'origine humaine, un
phénotype caractérisé par la présence d'antigénes de surface etl'absence d'expression de
certaines protéines ou des antigénes du complexe d'histocompatibilité de classe Il. De plus, ces
cellules doivent avoir la capacité de se différencier en ostéoblastes, adipocytes et
chondroblastes. [13][14][15]

En 2013, I'ISCT a dénoté des marqueurs de surface supplémentaires CD13, CD29 et CD44
comme étant exprimés de maniere constitutive a plus de 80 % a la surface des cellules souches
adipeuses, tandis que CD31, CD45 et CD235a sont les principaux marqueurs négatifs qui
doivent étre exprimés sur moins de 2 % des cellules.[5]

e L’adhérence au plastic :

Les CSM adhérent, normalement,au plastic lorsqu’elles sont maintenues dans des
conditions standards de culture dans desflasques de culture tissulaire. Il est possible de
maintenir en vie des CSM et de les cultiver aussi sans adhérences, mais ces protocoles
nécessitent des conditions tres spécifiques de culture. Toutefois, lorsque ces cellules sont
cultivées dans des conditions standards, elles doivent présenter des caractéristiques d’adhérence
pour étre considérées comme CSM.

e L’expression des antigénes spécifique a la surface cellulaire :

Celle-ci permet une identification rapide d’une population cellulaire. L’ISCT propose la
présence et I'absence de certains antigenes de surface spécifiques aux CSM notamment des

marqueurs hématopoiétiques. (Voir Tableau V)
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Tableau V : Tableau des antigénes présents et absents des CSMAs :

Antigénesprésents

Antigénesabsents

CD73
CD90
CD 105

CD45
CD34
CD14
CD11b
CD79a
CD19

L’ISCT souligne que les molécules HLA Il ne sont normalement pas exprimées par les CSM

sauf si elles ont été stimulées par une molécule soluble, comme I'interféron y a titre d’exemple.

¢ Le potentiel de différenciation cellulaire multi-potente :

L’'une des propriétés biologiques par lesquelles se distinguent les CSM est leur capacité de

différenciation mésenchymateuse en trois

différenciation en ostéoblastes, en adipocytes et en chondroblastes en utilisant des conditions

lignées. Ainsi toute CSM doit démontrer

standards de culture et de différenciation in vitro.
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c) Sites donneurs de de cellules souches mésenchymateuses :
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Figure 50 : Différenciation multipotente des cellules souches mésenchymateuses provenant

de différentes sources [16].

Les CSM peuvent étre obtenues a partir de muscle squelettique, la moelle osseuse, les
tendons, les tissus adipeux, le placenta, le cordon ombilical et le sang du cordon
ombilical[12].Elles ont le potentiel pour générer des lignées mésodermiques comme les
adipocytes, les ostéocytes et les chondrocytes, et peuvent aussi transdifférencier en cellules de
certaines couches de lignées germinales comme les cellules du muscle cardiaque, des cellules
musculaires lisses, les cellules hépatiques, les cellules neurales, les cellules endothéliales et les

cellules pancréatiques.
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i. La moelle osseuse :

Le concept actuellement populaire de cellules souches mésenchymateuses (CSM, un terme
inventé par Caplan en 1991[17]) remonte a des expériences classiques démontrant que la
transplantation de moelle osseuse (MO) sur des sites anatomiques hétérotopiques entraine la
génération de novo d'os et de moelle ectopiques. Alors que des exemples de telles études
remontent au 19e siécle, les travaux de Tavassoli et Crosby ont clairement établi la preuve d'un
potentiel ostéogénique associé a la MO[18]. Comme ces expériences ont été menées avec des
fragments entiers de MO sans os, l'identité précise de toute cellule fonctionnant comme
progénitrice de cellules osseuses différenciées (et donc de cellules mésenchymateuses non
hématopoiétiques) ne pouvait pas étre délimitée. C'est Friedenstein et ses collégues qui, dans
une série d'études fondamentales menées dans les années 1960 et 1970, [19] qui ont démontré
que le potentiel ostéogénique, tel que révélé par la transplantation hétérotopique (sous la
capsule rénale de souris) de cellules de la MO, était associé a une sous-population mineure de
cellules de la MO. Ces cellules se distinguaient de la majorité des cellules hématopoiétiques par
leur adhésion rapide aux flasques de culture tissulaire et par l'aspect fibroblastique de leur
progéniture en culture, ce qui indique qu'elles proviennent du compartiment stromal de la MO.
[20]

Parallélement, Friedenstein et ses collegues ont fourni une deuxieme percée majeure en
démontrant que I’ensemencement in vitro a faible densité de cellules de la moelle permet la
formation de colonies adhérentes au plastique ayant une morphologie fibroblastique qu’ils ont
dénommés CFU-F (colony forming units fibroblast).

Ces cellules dérivées de colonies CFU-F ont été caractérisées par la capacité de

différencier in vitro non seulement en ostéocytes, mais aussi en chondrocytes et en adipocytes.
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Aprés la transplantation de colonies de CFU-F dans le receveur, elles étaient capables de co-
formation du micro-environnement de la moelle osseuse [21][19].

Les cellules souches hématopoiétiques ont été les cellules les plus étudiées et les mieux
identifiées. Par suite, les chercheurs ont pu mettre en évidence de nouvelles cellules souches :
des cellules souches non hématopoiétiques de la moelle osseuse. Le stroma de la moelle
osseuse est une structure complexe richement vascularisée contenant des cellules souches
mésenchymateuses et une matrice extracellulaire, support de I’hématopoiése[22]. Comme les
cellules souches mésenchymateuses ne représentent que 0,001 a 0,01 % de la population totale
des cellules nucléées de la MO, il est nécessaire de les purifier avant leur utilisation. Ces CSM
peuvent se multiplier in vitro en adhérant fortement au support plastique de la culture, et
possédent une durée de vie assez limitée in vitro[23]. Ces CSM sont physiologiquement des
cellules quiescentes avec un faible taux de renouvellement in vivo [24] et sont présentes en trés
faible nombre dans la moelle, soit 10 fois moins que les CSH[25].

ii. Le sang placentaire :

En 1974, S. Knudtzon[26] a montré la présence de cellules progénitrices hématopoiétiques
dans le sang du cordon ombilical humain. Dix ans plus tard, M.Ogawa et collégues[27]
rapportérent la présence de cellules progénitrices hématopoiétiques primitives dans ce méme
sang de cordon. Depuis, le sang de cordon ombilical a été reconnu comme une riche source de
cellules hématopoiétiques primitives, souches et progénitrices. Sachant que le sang de cordon
ombilical contenait des cellules capables de reproduire I'hématopoiése in vitro et que ces cellules
pouvaient étre cryoconservées [26],[28][29] ;[30], cela a ouvert la voie a leur utilisation clinique.
Cette richesse du sang de cordon en cellules souches hématopoiétiques permet I'utilisation de
ces cellules pour le traitement des maladies hématologiques. En dehors des applications dans le
domaine des maladies hématologiques, I'efficacité thérapeutique des cellules souches du sang

de cordon n’a pas été démontrée jusqu’a présent par des essais cliniques. La difficulté vient de
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ce que les autres cellules non hématopoiétiques du sang du cordon sont rares et leur présence
n'est pas détectée dans tous les sangs de cordon. Ainsi, plusieurs études la difficulté d’obtenir
des CSM d’un sang de cordon[31][32]. Biebek et al., ont montré que dans les conditions
optimales le taux de succes maximal d’isolement des CSM de sang du cordon ne dépassait pas
les 69% [33] . La matrice extracellulaire du cordon appelée gelée de Wharton a attiré I’attention
des chercheurs vu sa richesse en CS potentiellement utiles [34].

iii. Le cordon ombilical et la gelée de Wharton :

Le cordon ombilical contient essentiellement des cellules souches tissulaires appelées
cellules souches mésenchymateuses. On les trouve essentiellement dans ce que I’'on appelle la
gelée de Wharton, une source riche en cellules souches. Ce cordon, est considéré juridiquement
avec le placenta comme un déchet opératoire.

La gelée de Wharton tient son nom de son découvreur, Thomas Wharton. C’est un tissu
conjonctif dérivant du mésoblaste extra-embryonnaire, élastique, avasculaire, fortement
hydraté.

iv. Le tissu adipeux :

Au milieu des années 1990, Coleman [35][36] a commencé a observer que la graisse
transplantée permet non seulement d'ajuster les proportions du visage et du corps, mais aussi
d'améliorer les tissus environnants dans lesquels la graisse a été transplantée. Il a noté
I'amélioration de la qualité de la peau vieillissante et des cicatrices ainsi qu’une amélioration
remarquable d'affections telles que les lésions dues aux radiations, les ulcérations chroniques, la
contracture capsulaire du sein.[37] Cette découverte a soulevé les questions sur le role des
cellules souches dérivées de I'adipose dans la survie de la graisse. Mais ce n'est qu'en 2002[38]
que les cellules souches isolées du tissu adipeux ont été décrites comme des cellules souches

multipotentes.[39]
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Au début du nouveau millénaire, une équipe de chirurgiens plasticiens et de chercheurs de
Pittsburgh, coordonné par Bill Futrell, a fait une découverte cruciale. Ills ont démontré que le
tissu adipeux est la plus grande source de cellules souches mésenchymateuses adultes et que
les CSMAs sont capable de se différencier en d’autres types de tissus.[40][39]. lls ont également
identifié la fraction vasculaire stromale (SVF), une source de CSMAs, de cellules endothéliales
(progéniatrices), de lymphocytes T, de cellules B, de mastocytes et de macrophages du tissu
adipeux avec un potentiel de réparation et de régénération, obtenue a partir des lipoaspirats,
une fois que la partie adipeuse et fluide a été enlevée et traitée. Cela peut expliquer le role de la
greffe de graisse dans I’accélération du processus de guérison et dans le remplacement des
cellules endommagées ou manquantes.[41]

Gino Rigotti et ses collegues [42] ont géré avec succés les dommages tissulaires du
rayonnement, avec une restitutio ad integrum compléte des tissus traités, en utilisant les
propriétés régénératrices des CSMAs. Grace aux facteurs angiogéniques libérés par les CSMAs.
Cela pourrait étre considéré comme le premier exemple de thérapies régénératrices.[41]

Le tissu adipeux est abondant et peut étre facilement prélevé chez un patient par une
méthode simple et peu invasive, sans préoccupation d’ordre éthique ou des problémes de rejet
d’autogreffe. Ces cellules possédent un taux de prolifération élevé lors de I’expansion in vitro
avec une capacité de différenciation multiple[43] ;[44];[45]. Ces cellules sont équivalentes a des
CSM qui se trouvent dans la moelle osseuse mais qui prennent le nom de cellules souches
mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux. Elles sont multipotentes et leur isolement se fait
par adhérence au plastique en culture in vivo. Elles sont trés facilement cultivables (1x105
cellules a partir d’une Souris et de 20 mL de lipoaspiration chez un Homme) [46]. Les marqueurs
hématopoiétiques, leucocytaires et endothéliaux tels que CD31, CD34, CD45 et le complexe
majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe Il (HLA-DR) se sont révélés négatifs. Ces cellules

sont aptes pour les procédures d’allogreffes [46][47]. Elles n’ont montré aucune différence
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significative entre les différents passages, ce qui indique que ces cellules peuvent étre amplifiées
de facon stable in vitro pour plusieurs passages [48]. Elles peuvent se différencier en
ostéoblastes, adipocytes et endothéliums qui sont typiques caractéristiques de cellules souches
mésenchymateuses[49]. Elles semblent également avoir la capacité de se différencier en
myocytes cardiaques, tout comme les cellules de la MO. De plus elles proliferent plus rapidement
en culture que les cellules de la MO (multiplication par 10 en 1 semaine)[46] . Il semblerait

également qu’elles soient capables de se différencier en neurones[50] .

3. Tissu adipeux : d’un tissu de comblement a une source de cellules

souches mésenchymateuses

a) Répartition du tissu adipeux :

Sur le plan anatomique la graisse semble suivre le schéma architectural de tous les tissus
de l'organisme : une structure polyédrique tridimensionnelle dans laquelle s’organisent de
maniere aléatoire les lobules graisseux, composés eux-mémes d’adipocytes. En microscopie
optique, les adipocytes sont des cellules dont la forme est variable, conditionnée en fait par les
pressions externes.[51]

Les adipocytes blancs sont principalement regroupés pour former le tissu adipeux blanc,
mais sont retrouvés également de facon isolée dans la moelle osseuse et dans les tissus
conjonctifs.[7]

Le tissu adipeux blanc est localisé principalement dans :

- I’hypoderme, constituant le tissu adipeux sous cutané.

- les régions profondes, constituant le tissu adipeux viscéral au niveau du mésentére, de
I’épiploon, et des régions rétropéritonéales.

Le tissu adipeux sous-cutané parcourt tout le corps, mais il est disposé préférentiellement

dans certaines régions, notamment au niveau abdominal, glutéal et fémoral. Ces dépots sont
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plus ou moins importants dans certaines régions selon le sexe, I’Age,l’environnement

[511152][7][53]

Dépdts de graisse viscérale :
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Figure 51 : Disposition du tissu adipeux dans |’organisme

b) Les constituants du tissu adipeux :

Histologiquement, il est composé d’adipocytes, cellules de grande taille riches en
triglycérides, mais aussi de fibroblastes, de macrophages, de cellules sanguines et endothéliales.
Ces autres cellules composent la «fraction stromale vasculaire » du tissu adipeux, qui peut
représenter, en nombre, plus de la moitié de I’ensemble des cellules. Cette fraction stromal
vasculaire contient également les cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse
(CSMA). Les cellules précurseurs de la lignée adipocytaire sont appelées préadipocytes, capables
de former de nouveaux adipocytes, en fonction de I’état de la balance énergétique, et des
conditions nutritionnelles et hormonales. L’ensemble de ces cellules contenues dans le tissu
adipeux sont maintenues dans une structure tridimensionnelle créée par la matrice

extracellulaire formée de fibres de collagéne. [52]

- 62 -



Cellules souches mésenchymateusesadipocytaires: isolement et indications en chirurgie plastique.

Nucleus Adipocytes
Golgi apparatus
Mitochondrium o =
E‘g - ‘4{—1’ X Smooth ER
Collagen Ba ._.—a-v‘z. e Rough ER
& reticular fibres Q!
. | =+ Lipid droplet
Plasma membrane |

Basal lamina ——" =" Lipid droplet
associated proteins

Macrophage
Immune cell

- *‘ /

Stem cell

L]
Adipocyle —=

Adrenergic

nerve fibre

Preadipoc nt_“"
Ny

Endotheliocyte

Fibroblast
Capillary

Tissu conjonctif avec
fibroblastes

Vaisseau sanguin

Figure 52 : constituants du tissu adipeux [7]

c) Lestypes du tissu adipeux :

Différents types de tissu adipeux existent, et different par leur morphologie et leur

fonction. On distingue le tissu adipeux blanc, et le tissu adipeux brun.

e Tissu adipeux blanc :

Sa principale fonction est le stockage d’énergie. Chez ’homme, le tissu adipeux blanc est

largement majoritaire et c’est lui qui est évoqué lorsque le terme « tissu adipeux » sans autre

précision est utilisé. [7]

C’est au tissu adipeux blanc sous cutanée que s’intéressent la chirurgie plastique et

réparatrices, et la thérapie cellulaire.
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e Tissu adipeux brun :

Chez ’homme, le tissu adipeux brun est bien développé chez le nouveau-né, son role
serait de protéger ce dernier de l'agression thermique qu’il subirait a sa naissance. Le tissu
adipeux brun disparait ensuite assez rapidement. Chez I'adulte, le tissu adipeux brun en tant
que tel n’existe plus, mais des adipocytes bruns (ou de phénotype proche) peu fréquents
pourraient persister dispersés au sein du tissu adipeux blanc[52]. Il se trouve essentiellement
dans les régions para-vertébrales et surrénales ainsi qu’au niveau du cou et de la face antérieure

du thorax.[7]
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¢) Tissu adipeux : d’un produit de comblement a une source de cellules souches mésenchymateuses :
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Figure 53 : Représentation de I'historique de la greffe du tissu adipeux autologue jusgu’au

développement de la lipostructure [54]

d) Les cellules souches mésenchymateuse d’origine adipeuse :

i. Définition :
Les CSMAs font partie de la fraction vasculaire stromale (FVS) du tissu adipeux, en méme
temps qu'une population hétérogene de nombreux autres types de cellules, notamment des
préadipocytes, des cellules endothéliales, des péricytes, des cellules de la lignée

hématopoiétique et des fibroblastes [55]. Différents noms ont été utilisés pour décrire la
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population de cellules adhérentes qui peut étre développée a partir de lipoaspirats, par exemple
lipoblaste, péricytes, préadipocytes, cellules de lipoaspirats traités (PLA), et bien d'autres.
Plusieurs travaux ont démontré la plasticité des cellules souches et leur capacité a se différencier
en cellules d'origine mésodermique, comme le mésoderme, comme les adipocytes, les
ostéocytes, les chondrocytes et les myocytes. Pour clarifier la nomenclature, la Société
internationale de technologie appliquée aux graisses (IFATS) a proposé de nommer de : adipose
derived stem cells (ASC)(ou cellules souches dérivé du tissu adipeux en francais) la population de
cellules multipotentes isolées, adhérentes au multipotentes obtenues a partir de tissus adipeux
par différentes méthodes.[56]

Quant a leur avantage, les CSMAs peuvent étre récoltées relativement facilement, en plus
grande quantité, et avec moins d'inconfort et moins de dommages au niveau du site du donneur
[57]. Il a également été signalé que les CSMAs ont une sénescence plus tard que les cellules
souches mésenchymateuses de la moelle osseuse [58]; et ont une capacité de prolifération plus

élevée que les cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse [6]

ii. Principes thérapeutiques :

Les CSMAs sécretent différents facteurs de croissance dans leur microenvironnement et
d'autres protéines connues pour induire une différenciation cellulaire spécifique, a savoir GDF11
(Growth Dierentiation Factor 11), GDF15 (Growth Dierentiation Factor 15), G-CSF (Granulocyte-
Colony Stimulating Factor), GM-CSF (Granulocyte Monocyte-Colony Stimulating Factor), EGF
(facteur de croissance endothélial), VEGF (facteur de croissance endothélial vasculaire), IGF
(facteur de croissance de l'insuline), b-FGF (facteur de croissance basique des fibroblastes),
PDGF (facteur de croissance dérivé des plaquettes), NGF (facteur de croissance des nerfs), CCL-2
(ligand 2 de la chimiokine C-C Motif), PEDF (facteur dérivé de I'épithélium pigmentaire), KGF

(facteur de croissance des kératinocytes). (Figure 54)
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En dehors de leurs potentiels de différenciations les CSMAs présentent des effets immuno-
modulateurs. Elles stimulent les macrophages, régulent et inhibent les cellules T et les cellules
dendritiques, induisant I'angiogenése, une diminution de I'apoptose et de la fibrose avec une
augmentation du processus anti-inflammatoire. Interleukine -1, 6, -10, -13), TNF-& (facteur
de nécrose tumorale-&), TGF-B (facteur de croissance tumorale-B), TLR2, TLR4 (Toll Like
Receptor 2, 4), VEGF (facteur de croissance endothélial vasculaire), b—-FGF (facteur de croissance

basique des fibroblastes).[59](Figure 55)
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Figure 54 : Effets immuno-modulateurs des cellules souches mésenchymateusesd’origine
adipeuse (CSMA).
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Figure 55 : Facteurs sécrétés par des cellules souches d’origine adipeuse (CSMA) qui sont

impliquées dans les mécanismes liés a la réparation et a la régénération des tissus.
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4. La cicatrisation cutanée : Role des cellules souches mésenchymateuses

La cicatrisation est le processus qui suit une blessure et qui conduit a la restauration de la
barriere cutanée protectrice de I'organisme [60]. Ce processus englobe une cascade de signaux
cellulaires organisée de maniére complexe qui comprennent quatre phases principales qui se
chevauchent : hémostase, inflammation, prolifération et remodelage[61]. (Figure 56)

Les plaies peuvent étre classées selon différents critéres. Le temps est un facteur important
dans la gestion des blessures et la réparation des plaies. Ainsi, on distingue les plaies aigués et

chroniques en fonction de leur délai de guérison.

a) Classification des plaies :

+ PLAIES AIGUES
Les plaies qui se réparent en suivant un processus de de guérison rapide et ordonnée, avec
pour résultat final une restauration a la fois fonctionnelle et anatomique, sont classées comme
des plaies aigués. La durée de la cicatrisation est généralement comprise entre 5 et 10 jours, ou
dans les 30 jours.
+ PLAIES CHRONIQUES
Les plaies chroniques sont celles dont le processus de cicatrisation est incomplet et
perturbé par divers facteurs, qui prolongent une ou plusieurs étapes des phases de cicatrisation.
Ces facteurs comprennent l'infection, I'hypoxie tissulaire, la nécrose, I'exsudat et I'excés de
cytokines inflammatoires. Comme la guérison se déroule alors de maniére non coordonnée, les
résultats fonctionnels et anatomiques et anatomiques sont médiocres et ces plaies récidivent.

[62]
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b) Phases de cicatrisation :

+ PHASE D'HEMOSTASE

Immédiatement aprés la blessure, la coagulation et I'némostase ont lieu dans la plaie.

Le but principal de ces mécanismes est d'empécher I'exsanguination. Le deuxieme objectif
est un objectif a long terme, qui consiste a fournir une matrice pour les cellules envahissantes
qui sont nécessaires dans les phases ultérieures de la guérison.

Un équilibre dynamique entre les cellules endothéliales, les thrombocytes, la coagulation et
la fibrinolyse régule I'némostase et détermine la quantité de fibrine déposée au site de la plaie,
influencant ainsi I'évolution des processus de réparation.

+ PHASE INFLAMMATOIRE

La phase inflammatoire humorale et cellulaire suit, dans le but de d'établir une barriere
immunitaire contre les micro-organismes envahissants. Elle est divisée en deux phases
distinctes, une phase inflammatoire précoce et une phase inflammatoire tardive.

4+ PHASE PROLIFERATIVE

Lorsque la blessure en cours a cessé, I'hnémostase a été réalisée et une réponse
immunitaire mise en place avec succes, la plaie aigué évolue vers la réparation des tissus.

La phase de prolifération commence le troisieme jour aprés la plaie et dure environ 2
semaines par la suite. Elle est caractérisée par la migration des fibroblastes et le dépot de la
matrice extracellulaire nouvellement synthétisée, agissant comme un remplacement du réseau
provisoire composé de fibrine et de fibronectine (figure 57). Au niveau macroscopique, cette
phase de la cicatrisation peut étre vue comme une abondante formation de tissu de granulation.

[62]
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Elle consiste en une migration des fibroblastes, synthése de collagénes, angiogenése et

formation du tissue de granulation, protrusion, adhésion, traction et une épithélialisation.

+ PHASE DE REMODELAGE
Phase finale de la cicatrisation, la phase de remodelage est responsable du développement
de la formation du tissu cicatriciel. La synthése de la matrice extracellulaire au cours des phases
de prolifération et de remodelage est initiée simultanément avec le développement du tissu de
granulation. Cette phase peut durer jusqu'a 1 ou 2 ans, ou parfois méme plus longtemps.
Le remodelage est un maintiend‘un équilibre délicat entre la dégradation et la synthése,

conduisant a une cicatrisation normale.
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Source: Schilling. J. « Wound Healing », Surgical Rounds, vol. 6, n® 7, 1983, p. 46-62.
© Surgical Rounds, 1983. (Traduction libre)

Figure 56 : Courbe de cicatrisation
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Figure 57: cascade de cicatrisation et médiateurs intervenants ;

Il. Isolement des cellules souches mésenchymateuses d’origine

adipeuse:

1. Prélevement du tissu adipeux :

Lors de la phase du prélevement, plusieurs techniques peuvent étre utilisées. Il y a un débat
perpétuel dans la littérature concernant la méthode idéale qui permettrait de produire le plus

grand nombre de cellules viables et fonctionnelles.

a) Lesite de prélévement :

La recherche du site donneur idéal pour la récolte de graisse se poursuit. En 2017,
Varghese et al.[63] Ont comparé dix études in vitro utilisant des CSMAs humaines qui
examinaient le site du donneur en tant qu'influence potentielle sur le comportement des CSMAs.
Sur les dix études portant sur des CSMAs humaines, seules trois ont trouvé une différence entre
les différents sites.

Padoin et al. [64] ont montré que la graisse de la partie inférieure de I'abdomen et de la
partie médiane des cuisses a un rendement plus élevé en CSMAs par rapport a la partie

supérieure de I'abdomen, la région trochantérienne, les genoux et les flancs.
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Jurgens et al.[45] ont également rapporté un rendement significativement plus élevé en
CSMAs a partir d'un lipoaspirat abdominal, sans différence significative dans la capacité de
différenciation.

Certaines données suggerent que le rendement des CSMAs est plus élevé dans le tissu
abdominal que dans le dos et le genou chez les hommes[65] .Cependant, cette différence n'a pas
été observée chez les femmes.[64][66]

Dans l'abdomen, la graisse superficielle de la couche de Scarpas présente des
caractéristiques de multi-potence et du caractére souche plus élevées que celles d'un dépot
abdominal profond [67][68]

Dans notre étude, le choix du site donneur a été effectué en se basant sur les résultats des
recherches précédentes, qui concluaient que la paroi abdominale était le site fournissant le
meilleur rendement en CSMAs.

Les disparités entre les sites donneurs peuvent étre dii a la différence de la vascularisation

et de la sensibilité aux facteurs neuroendocriniens qui régulent le processus de lipolyse.
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Tableau VI : Evaluation de I'association entre le site de récolte et lesCSMAs humaines et la fonctionnalité

des adipocytes classées par taille d'échantillon

Référence

Site d récolte

Résultats :cliniques

Résultats:rendement des
CSMAs

Résultats: potentiel
dedifférentiation

Smalletal.2014[69]

Deux sites donneurs
: I'abdomen et les
cuisses.

Pas de différence
statistiquement
significative entre
les sites donneurs

Padoin et
al.2008[64]

Six sites donneurs :
abdomen
supérieur,

abdomen inférieur,

genou, intérieur de
la cuisse, flanc et
région
trochantérienne.

La concentration de
cellules dans le bas-
ventre et |'intérieur de la
cuisse était
statistiquement plus
élevée que dans les
autres zones.

Jurgensetal.2
008[45]

I'abdomen et la
hanche/cuisse.

Deux sites donneurs :

Le rendement des
CSMAs est
significativement plus
élevé a partir de
I'aspiration abdominale.

Aucune différence
statistique dans le
nombre absolu de
cellules nucléées et
la capacité de
différenciation.

Rohrich et
al.2004[70]

Trois sites donneurs :
genou, flanc et
abdomen.

Aucune différence
statistique dans la
viabilité

Di Taranto
etal.2015[68]

Graisse abdominale
superficielle ou
profonde

La graisse
superficielle
augmente la capacité

de différenciation

b) Liposuccion : matériels et méthodes :

Des études portant sur les différentes tailles des canules de lipoaspiration ont montré que

|'utilisation d'une canule de plus grand diameétre améliore la viabilité cellulaire [71]. Erdim et al.

ont démontré une meilleure viabilit¢ des cellules isolées avec une canule de 6 mm,

comparativement a une canule de 2 mm et de 4 mm [72].
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En plus de la taille de la canule, les rapports comparant une canule multiperforée avec la
canule d'aspiration Coleman de 3 mm n'ont montré aucune différence significative dans la
viabilité cellulaire [73][74].

Dans notre série, des canules de 4 mm, ont été utilisées pour tous nos patients pour éviter
les disparités qui peuvent étre causées par différentes canules, toutefois ce calibre comme décrit
par Erdim et al, entraine moins de viabilité des CSMAs.

Le tissu adipeux peut étre prélevé par excision chirurgicale ou par lipoaspiration. La
lipoaspiration peut étre soit manuelle avec application d’une pression négative sur une seringue
selon la technique de Coleman, soit assistée par hydropression ou par ultrasons. [75][52][76].
Les CSMAs ont récemment été testées dans un certain nombre de modeéles in vitro pour le
traitement de maladies humaines [40][39]. Dans la plupart de ces études, les CSMAs ont été
isolées a partir de tissus adipeux obtenus par liposuccion tumescente. Cependant, dans la
pratique quotidienne, le tissu adipeux est prélevé par différentes procédures chirurgicales. De ce
fait, MJ Oedayrajsingh-Varma et al[77] ont comparé le rendement et les caractéristiques de
croissance des cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse obtenues a partir des
trois procédures les plus couramment utilisées: la résection, la liposuccion tumescente ou
liposuccion conventionnelle et la liposuccion assistée par ultrasons.

Pour la résection, Varma et al, ont découpé le matériel en bloc sous anesthésie générale.
Pour la liposuccion tumescente, une canule creuse a bout émoussé a été introduite dans I'espace
sous—cutané a travers une petite incision. Une solution saline de NaCl a 0,65 %, complétée avec
les agents de vasoconstriction épinéphrine CF, prilocaine HCl et kenacort-A10, a été perfusé
dans le compartiment adipeux afin de minimiser la perte de sang et la contamination des tissus
par les cellules sanguines périphériques avant l'aspiration. Le tissu adipeux a été
mécaniquement perturbé en déplacant la canule dans le compartiment adipeux, et le matériel de

liposuccion a été aspiré par une légére aspiration. Dans le cas de la liposuccion assistée par

- 75 -



Cellules souches mésenchymateusesadipocytaires: isolement et indications en chirurgie plastique.

ultrasons, le tissu adipeux sous-cutané est infiltré avec de I'eau a 0,5 % complétée par solution
saline a 0,9 % complétée par 1 % de xylocaine et 0,001 % d'adrénaline. La liposuccion assistée
par ultrasons a été réalisée a l'aide de I'appareil de systeme ultrasonique et une canule creuse.

Les résultats de cette étude ont démontré que les rendements et les capacités de
croissance les plus faibles ont été observées avec le matériel de liposuccion assisté par ultrasons
qui a donné lieu a une fréquence plus basse de CSMAs en prolifération, ainsi qu'un temps de
doublement de la population de CSMAs plus long que lors de la résection. Par conséquent la
résection et la tumescence ont été superieur par rapport a la liposuccion assistée par ultrasons a
des fins d'ingénierie tissulaire [77][78].

L'infiltration du tissu avec une solution aqueuse et l'irradiation par une énergie ultrasonore
de haute intensité, comme cela est pratiquée dans la liposuccion assistée par ultrasons, peut
induire une production concomitante de radicaux et de réactifs oxydants associés a une variété
de réactions chimiques a haute énergie, et la production de lumiére, principalement dans le
spectre UV [79].La combinaison d’une température localisée et un stress mécanique, peut
interagir avec les tissus selon un mécanisme complexe qui peut entrainer une destruction
cellulaire immédiate et/ou l'apoptose [80]. Ces résultats fournissent une ligne directrice générale
pour la technique chirurgicale optimale et anatomique optimale pour le prélévement du tissu
adipeux afin d'isoler les CSMAs pour l'ingénierie tissulaire.

L’infiltration est I’étape préliminaire a la lipoaspiration tumescente. Elle a été initialement
développée pour permettre de réaliser des procédures de lipoaspiration sous anesthésie locale.
De nombreux avantages de I'utilisation de la solution tumescente ont été décrits, notamment
une réduction de la douleur, une diminution du saignement et une facilité de retrait du tissu
adipeux [81].

Le liquide d’infiltration consiste en un grand volume de sérum physiologique dans lequel

peuvent étre rajoutés un vasoconstricteur (adrénaline) et éventuellement un anesthésique local
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fortement dilué. L’anesthésique local le plus couramment utilisé est la lidocaine. Le tissu adipeux
sous-cutané étant richement vascularisé, l'utilisation de vasoconstricteur permet d’éviter les
saignements et d’accentuer les effets de la lidocaine en diminuant la perfusion (6). Néanmoins, Il
existe des données contradictoires concernant l'effet de I'anesthésie locale sur la biologie des
adipocytes. Certaines études ont décrit des effets cytotoxiques [82][83], tandis que d'autres
n'ont pas observé de signes de dommages cellulaires [84].

En 2020, Felix Grambow et al. [85] se sont concentrés sur |'effet de la lidocaine, appliquée
pendant une anesthésie locale tumescente avant la liposuccion, sur cellules du SVF.

Le tissu adipeux sous-cutané abdominal a été infiltré avec une anesthésie locale
tumescente, contenant de la lidocaine sur le c6té gauche et sans lidocaine sur le c6té droit de
I'abdomen et récolté par la suite. La lidocaine n'a eu aucune influence sur la distribution relative,
le nombre de cellules ou la viabilité des CSMAs, des préadipocytes, des adipocytes matures ou
des leucocytes dans la fraction stromale-vasculaire. La lidocaine n'a influencé ni la distribution
relative, ni le nombre absolu, ni le statut de vie ou de mort des CSMAs.

En revanche, Keck et al.[82] ont montré un effet négatif de la lidocaine sur la viabilité des
CSMAs aprés 30 min d'incubation in vitro, tout en utilisant une concentration de lidocaine
beaucoup plus élevée que celle utilisée habituellement pour I'anesthésie locale par tumescence
(2 % contre 0,062 % pour la concentration thérapeutique).

Girard et al. [83] ont démontré une cytotoxicité significative de la lidocaine sur les CSMAsin
vitro, en utilisant une concentration thérapeutique de 0,8 mg/mL. Cet effet n'est apparu qu'apres
24 heures d'incubation. Cependant, cela pourrait ne pas refléter les conditions in vivo, car la
demi-vie métabolique de la lidocaine est d'environ 90 minutes chez I'hnomme.

Goldman et al. ont conclu que le retrait de la lidocaine du tumescent réduisait

significativement l'apoptose des CSMAs dans le lipoaspirat. Cette étude [86] a décrit des effets
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apoptotiques de la lidocaine sur les CSMAs et a donc recommandé I'utilisation de la liposuccion
tumescente sans lidocaine et de réaliser le lipotransfert sous anesthésie générale.

Comme, la liposuccion assistée par UV n'est manifestement pas une procédure appropriée
pour le prélevement de tissu adipeux lorsque les CSMAs doivent étre utilisés pour la thérapie
cellulaire, on a adopté la technique de liposuccion tumescente, en utilisant la solution de Klein,
contenant 20 mL de Xylocaine 2% par 500 mL de sérum salé. Cepandant avec cette technique, on
peut s'attendre a ce que les forces de cisaillement mécaniques résultant de la liposuccion
tumescente affectent la viabilité des CSMAs.

En 2014, Luiz Charles-de-Sa et al [87]visaient a identifier la méthode idéale de
préléevement, ainsi que le régime de pression optimal pour l'aspiration de la graisse. L'objectif
principal était d'évaluer le degré de mort des adipocytes et des cellules souches
mésenchymateuses d’origin adipeuse en utilisant avec les différents dispositifs et niveaux de
pression utilisés pour récolter la graisse.

Dans un premier temps, ils ont mesuré les différents degrés de pression générés dans
chaque type de seringue (10 mL, 20 mL et 60 mL) couramment utilisée pour la liposuccion, ainsi
que différentes pressions (350 mmHg et 700 mmHg) sur des appareils utilisés pour la récolte de
la graisse.

Leurs résultats démontrent que la quantité de pression négative utilisée pour le
prélevement de tissu adipeux par des seringues de 10 mL, 20 mL et 60 mL, et par des pressions
de -350 mmHg et -700 mmHg n'affectent pas l'intégrité et la viabilité des adipocytes et des
CSMAs. Les différents embouts et le diametre de I'extrémité des seringues n'ont pas endommagé
les cellules.

Dans notre série, des seringues de 60mL ont été utilisées et le vide a été fait par le verrou

autobloquant, pour tous les patients.
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c) Décantation :

Les méthodes de purification des tissus récoltés sont devenues les thémes les plus
cherchés dans le domaine de la chirurgie plastique et d'autres spécialités, notamment avec la
découverte du tissu adipeux comme une source riche de cellules souches mésenchymateuses.

Comme I'ont montré des collégues, Rose et al.[88], la décantation était la seule méthode
permettant de maintenir l'intégrité et le nombre des cellules, tandis que le lavage réduit
significativement le nombre de cellules nucléées intactes et la centrifugation en a détruit une
grande majorité.

Une étude [89] a été menée chez 20 patientes adultes en bonne santé chez qui le matériel
obtenu par liposuccion de l'abdomen inférieur a été séparé et traité par 3 techniques
différentes : décantation, lavage ou centrifugation afin de comparer les effets des trois
techniques de traitement de la graisse les plus courantes utilisées en chirurgie plastique sur la
viabilité et le nombre de composants cellulaires du tissu adipeux aspiré, afin de déterminer une
méthode permettant d'obtenir des concentrations plus élevées d'adipocytes et de CSMAs viables.

Les résultats de cette étude ont démontré que la décantation était la méthode de
traitement des graisses la moins agressive puisqu'elle préservait l'intégrité et le nombre de
cellules; cependant, elle occasionne une grande quantité de cellules sanguines contaminants et
moins de CSMAs, par rapport au culot recueilli au fond des échantillons centrifugés qui

présentait la plus forte concentration de CSM.

2. Isolement des cellules souches mésenchymateusesd’origine adipeuse :

Le protocole rapporté par Zuk et al. est celui le plus largement utilisé pour l'isolement des
CSMAs. Plusieurs procédures expérimentales modifiées ont été proposées [90][91][92].
Cependant, il y a eu peu d'études comparant I'efficacité des différentes méthodes, mais aucune

méthode standardisée n'a été définie. [93]
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Selon cette méthode, [40] Les CSMAs sont isolées du tissu adipeux blanc. Le tissu adipeux
est lavé plusieurs fois avec des volumes égaux de solution saline tamponnée au phosphate, puis
haché en petits morceaux avant de subir une digestion enzymatique a 37 °C pendant 30 minutes
avec de la collagénase de type Il a 0,075 %. Aprés digestion, le culot résultant donne une
population hétérogéne de plusieurs types de cellules, qui constitue la fraction vasculaire
stromale (SVF). Environ 2 a 6 millions de cellules dans le SVF peuvent étre obtenues dans 1 mL
de lipoaspirat. Un milieu de Eagle's modifié de Dulbecco (DMEM) contenant 10% de sérum bovin
feetal (SBF) est ajouté pour neutraliser l'activité enzymatique. La suspension cellulaire est
centrifugée a 1200xg pendant 10 minutes pour obtenir un SVF de haute densité. Le surnageant
est éliminé et le culot du SVF est remis en suspension dans du NH4Cl incubé a température
ambiante pendant 10 min pour éliminer les érythrocytes. Le SVF est collecté par centrifugation
puis filtré a travers une maille de 100-um pour éliminer les fragments de tissus non digérés
incubé a 37 °C pendant la nuit dans un milieu témoin (DMEM, 10 % de SBF, 500 Ul de pénicilline,
et 500 ug de streptomycine) avec 5 % de CO2. Les CSMAssont obtenues en tant que population
adhérent au plastique aprés une nuit de culture.

Les échantillons ont été cultivés dans un milieu de contréle pendant 72 h avant l'analyse
par cytométrie en flux. Les cellules ont été récoltées dans de la trypsine/EDTA a 0,25 % et fixées
pendant 30 minutes dans du formaldéhyde a 2 % glacé. Aprés la fixation, les cellules ont été
lavées dans un tampon de cytométrie en flux.

En outre, les cellules ont également été marquées, afin d'identifier les cellules
mésenchymateuses.

Pour évaluer la viabilité, des échantillons en double ont été prélevés, fixés pendant 30
minutes avec du paraformaldéhyde a 1 % glacé, perméabilisés et incubés avec de l'iodure de

propidium (Pl) a une concentration de 25 mg/mL. Les débris et les cellules mortes ont été exclus
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en éliminant les événements Pl-positifs. Tous les échantillons ultérieurs ont été corrigés en
conséquence.

En 2016, Raposi et al. ont décrit la procédure d’isolement réalisée par un processus
d'isolement a la fois mécanique (centrifugation) et enzymatique (collagénase), et ont comparé les
résultats obtenus par chaque technique en injectant les CSMAs sur le fond et dans le bord des
plaies.

La procédure enzymatique ME, qui a été spécifiquement concue pour une application
clinique, s'est avérée facile, slire et rapide (80 min), permettant la collecte d'un culot de CSMAs
prét a I'emploi. La salle d'opération a été équipée d'une centrifugeuse et d'un incubateur. Aprés
une liposuccion conventionnelle, le tissu adipeux récolté (100 ml) a subi une premieére
centrifugation (1600 RPM 6 min), obtenant environ 50 ml de tissu adipeux concentré de grande
qualité, qui a été mélangé avec 50 ml de solution de digestion a la collagénase, préalablement
diluée avec une solution saline phosphate-buffered stérile (PBS). La solution obtenue
(lipoaspirat+solution de digestion a la collagénase) a ensuite été incubée pendant 30 mina 37 C
dans un incubateur-secoueur et elle a été centrifugée a 200 force centrifuge relative pendant 4
min. Par la suite, seulement 10 mL de SVF ont été laissés et lavés 2 fois, chaque fois avec 45 ml
solution saline. Aprés chaque lavage, les seringues contenant le SVF ont été positionnées a
I'intérieur de la centrifugeuse a une force centrifuge relative de 200 pendant 4 minutes. Le culot
cellulaire au fond de la seringue a alors été prét a étre utilisé, véhiculé par 5 mL de solution
saline. L'ensemble du processus a été réalisé dans un systeme en circuit fermé, ce qui a garanti
la stérilité et la sécurité.

Le processus d'isolement mécanique MC a été réalisé par un agitateur vibrant et une
centrifugeuse tous deux placés dans un banc a flux d'air laminaire. Apres la liposuccion, le tissu
graisseux (80 ml) a été recueilli dans huit tubes a essai en plastique de 10 ml, placés dans

I'agitateur vibrant a 6000 vibrations/minute pendant 6 min, et immédiatement aprés, centrifugé
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a 1600 rpm pendant 6 min. Par la suite, toujours sous la méme enceinte a flux laminaire, le culot
au fond de chaque tube est recueilli au moyen d'un systéeme de pipetage automatisé et versé
dans une seringue de 10 ml.

Dans les deux procédures, le pourcentage de cellules vitales était de 99%. Avec la
procédure ME, une moyenne de 9,06 x 105 CSMAsa été collecté a partir de 100 ml de lipoaspirat,
ce qui correspond a 25,9 % du nombre total de cellules prélevées.

Avec la procédure MC, une moyenne de 5x105CSMAs a été collecté a partir de 80 ml de
lipoaspirat, ce qui correspond a 5 % du nombre total de cellules prélevées.

En se basant sur les données recueillies, a partir de la méme quantité de lipoaspirat, la
procédure ME s’est avéré plus efficace et a permis d'isoler un plus grand nombre de CSMAs
(25,9%) que la procédure MC (5%).

Concernant notre étude, I'isolement des CSMAs a été réalisé aprés décantation, lavage et
digestion enzymatique par collagénase type | et Il et centrifugation, en se basant sur la méthode
décrite Raposi et al, les échantillons ont été analysés, par Cytométrie en flux, et les principaux
marqueurs ont été cherchés : CD90, CD105, CD73, détaillés en dessous.

Concernant la viabilité, les échantillons ont été incubés dans 7AAD, Les cellules mortes ont

été exclus en éliminant les événements 7AAD-positifs.

+ CD90:

Connu sous le nom de Thyl, est une protéine liée au glycosylphosphatidylinositol
impliquée dans les interactions cellule-cellule et cellule-matrice[94] et que son expression dans
les CSM selon Maleki et al., pourrait avoir un role dans la croissance et la différenciation des

cellules souches.[95]
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Bien que variable selon les especes, I'expression de CD90 a été identifiée dans les cellules
endothéliales, les cellules souches hématopoiétiques, les lymphocytes, les fibroblastes, et les
neurones.

En plus de ce manque de spécificité cellulaire, une autre limitation potentielle du CD90 en
tant que marqueur de MSC est que cette molécule ne semble pas étre bien conservée au cours de
I'évolution et que, par conséquent, les anticorps anti-CD90 couramment utilisés peuvent ne pas
étre en mesure de réagir avec les CSM de certaines espéces (Boxall et Jones, 2012). Ainsi, bien
que recommandé comme un marqueur positif, le CD90 ne semble pas étre un marqueur utile
pour la détection des CSM in vivo.[94]

+« CD105:

Egalement connu sous le nom d'endogline, est une glycoprotéine membranaire de type |
qui fonctionne comme un récepteur accessoire pour les ligands de la superfamille du TGF-beta,
qui est impliqué dans la prolifération, la différenciation et la migration des cellules [95] par la
modulation les fonctions du TGF-beta via interaction avec TGF-beta Rl et TGF-beta RII43[96].

Comme son nom lindique, I'endogline est fortement exprimée dans les cellules
endothéliales vasculaires. Mais elle est également fortement exprimée dans les
synctiotrophoblastes (du placenta a terme) et de facon moins abondante dans les monocytes, les
fibroblastes, chondrocytes, et les cellules progénitrices hématopoiétiques.[94]

Il est intéressant de noter que les CSM provenant du tissu adipeux expriment CD105 a de
faibles niveaux lorsqu'elles sont fraichement isolées, mais deviennent de plus en plus CD105+
lors des passages en culture[43][77].

Comme les CSM provenant d'autres tissus ne peuvent pas étre isolées en quantité
suffisante sans passer par des cultures, il est difficile de savoir si elles expriment le CD105
suffisamment sans passages en culture, on ne sait pas encore si elles expriment aussi CD105 a

faible fraichement isolées sont actuellement inconnues. Quoi qu'il en soit, les données
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concernant les CSM adipeusessuggérent que la protéine CD105 pourrait ne pas étre un
marqueur utile pour la détection des CSM in vivo.[94]

Les CSM CD105+ sont capables de se différencier vers des lignées adipogénes, ostéogénes
et chondrogénes [95].

+ CD73:

Une ecto-5'-nucléotidase qui convertit I'adénosine monophosphate extracellulaire en adénosine.
Il est exprimé dans une grande variété de types de cellules, y compris les lymphocytes, les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses, les cellules épithéliales et les fibroblastes.
[94]

Bien qu'une étude antérieure[97]ait montré que deux anticorps monoclonaux, SH3 et SH4,
qui ont été identifiés par la suite comme étant des anticorps anti-CD73, [98], avaient une
spécificité pour les CSM (non réactifs avec les cellules hématopoiétiques et les ostéoblastes), cela
aurait impliqué que les CSM expriment une molécule CD73 qui est différente des autres types de
cellules (c'est-a-dire qu'elle possede les épitopes SH3 et SH4 uniques). Cependant, bien que plus
de 20 ans se soient écoulés, rien ne prouve que ce soit le cas. En tout état de cause, jusqu'a ce
jour, il n'existe aucune preuve vérifiable qu'un quelconque anticorps anti-CD73 peut détecter

spécifiqguement les CSM in vivo.[94]

3. Stockage et température :

Une étude en 2020 d’Eva Kubrova et al.[99] a évalué les propriétés biologiques des CSMAs
apres exposition a différentes températures afin de définir les conditions de stockage optimales
avant I'administration thérapeutique des CSMAs.

Les CSMAs adhérentes et non adhérentes ont été incubées a de multiples températures
(entre 4, 23 et 37°C) dans une solution de Ringer lactate (RL) dépourvue des ingrédients

essentiels a la croissance cellulaire, ou dans un milieu de culture optimisé pour la croissance
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cellulaire. Les cellules ont été évaluées soit aprés les changements de température (4 heures),
soit apres récupération (24 heures).

Cette étude a démontré que le stockage des CSM dans une solution de Ringer lacté (RL)
pendant 4 heures diminue le nombre de cellules et I'activité métabolique. Le nombre de CSM
viables a diminué de maniére significative lors de la culture a température physiologique (37 °C)
et en hypothermie sévere (4 °C), tandis que les cellules cultivées a température ambiante (23 °C)
présentaient les effets les moins néfastes.

L'impact des changements de température apres 4 heures d'exposition persiste aprés 24
heures d'exposition. Par conséquent, la température de stockage et les conditions doivent étre

optimisées pour améliorer |'efficacité des CSMAs.
4. Terrain :
Identifier les caractéristiques des patients qui peuvent influencer la viabilité, le rendement

et le comportement des CSMAs est important pour mieux comprendre le bien-fondé de la

procédure.

a) Lesexe:

Ogawa et al [100] ont montré dans une étude que les niveaux d'expression de PPAR-2
(marqueur d'adipogeneése étaient 2,89 fois plus élevés dans les CSMAs prélevées sur des souris
femelles que sur des souris males, ce qui souléve la possibilité d'un role important du sexe.

Aksu et al. [101] ont étudié des tissus d'abdominoplastie provenant de trois hommes et de
trois femmes et ont rapporté que les CSMAs des hommes males présentaient une différenciation
ostéogénique plus efficace par rapport a celles des femmes.

Faustini et al. [65] ont étudié 37 hommes et 88 femmes et ont rapporté que le meilleur site
donneur chez les hommes en termes de rendement était I'abdomen.

Des études surles CSMAs humaines n'ont cependant pas montré de différence dans le

rendement et la prolifération des CSMAs selon le sexe[65], [102],[103].
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En contraste avec ces études, nos résultats ont démontré que le rendement des CSMAs
viables s’est avéré 11 fois plus élevé chez les femmes avec une moyenne de 1,022x106, alors
gue les hommes ont une moyenne de rendement de 8,69x104. Cependant la population jeune
était majorée par les femmes, au contraire de la population plus dgée composée principalement
par les hommes. Donc I’dge est un parametre qui peut influencer ces résultats et empécher une

conclusion pertinente a propos du I'influence du sexe sur le rendement cellulaire
b) L’age:

16 études in vitro portant sur des CSMAs humaines et 3 études sur des animaux ont
rapporté |'effet de I'dge sur la viabilité et la fonction des CSMAs (tableau VII )[63].

Douze de ces études n'ont pas identifié d'effet sur le rendement des cellulaires [104][105].
Cependant, des études plus récentes utilisant I'expression génique de la sénescence ont montré
une diminution significative du rendement global des cellules nucléées avec l'augmentation de
I'age [106], [107] et une diminution significative des capacités de prolifération et de
différenciation des CSMAs[43], [107],[106].

L'avancement en age a réduit de maniére significative le potentiel ostéogénique. Cette
constatation est confirmée par d'autres études qui ont rapporté des diminutions similaires du
potentiel ostéogénique des CSMAs[108]. Une telle dépendance de la capacité de différenciation
par rapport a I'dge a également été observée chez les CSMAs de rat [109][110].

Madonna et al. [111] ont comparé les CSMAsentre des " jeunes " (40-54 ans) et " agées " (
66-92 ans) et ont rapporté des diminutions significatives du rendement des CSMAs et de la
capacité angiogénique avec l'augmentation de I'age. Tandis que Zhu et al [112] n'ont pas trouvé
d'effet significatif sur le potentiel adipogéne des CSMAs.

En raison du rendement élevé des CSMAs, en comparaison avec les cellules souches de la
moelle osseuse BMSCs, la culture cellulaire n’était pas nécessaire et donc le potentiel de

différenciation des différentes lignées n’était pas étudié. On s'est concentrée de ce fait sur le
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rendement des CSMAs et la viabilité, en analysant différents tranches d’ages, afin de savoir si les
thérapies cellulaires autologues seront affectées négativement par I'age des donneurs.
Concernant notre série, les rendements les plus élevés ont été constatés chez les patients
agés de 19 a 30 ans (voir Figure 30).0n pense que ces cellules chez les personnes agées sont
soumises a des changements liés a I'age qui contribuent donc moins au rajeunissement des
tissus, vu que le vieillissement de I'organisme est lié a une diminution de la réparation des
organes due a une réduction de la capacité fonctionnelle des cellules souches résidant dans les

tissus.

Tableau VIl :Revue de la littérature : Evaluation de I'association entre |'dge et la fonctionnalité des

CSMAs et des adipocytes humains classées par taille d'échantillon

Référence Age (années; [Age (années) | Résultats : Rendement des Résultats : Potentiel de différenciation
moyenne + DS ou | (catégories CSMAs
seulement de sous-
moyenne) ensembles)
van 16-73 - Pas de corrélation Pas de corrélation significative entre I'dge et
Harmelanetal significative entre I'dge et les la différenciation des CSMAs.
.2003[103] CSMAs par gramme de tissu.
Madonna et 68+13 40-54 Corrélation négative
al.2011[111 55-65 |significative entre I'age et le
] 66-92 rendement des CSMAs

(sous-ensemble apparié
pour les comorbidités)

Harris et 59+16 <70 Pas de corrélation significative Pas de corrélation significative entre la
al.2010[1 >70 entre I'dge et le rendement des différenciation des CSMAset I'age.
02] CSMAs
Alt et 15-71 <20 Corrélation négative Corrélation négative significative entre I'dge
al.2012[ 30-40 significative entre I'dge et le et le taux de prolifération et de
107] 550 rendement des CSMAs. différenciation des CSMAs.
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Choudhery 24-67 <30 Corrélation négative Corrélation négative significative entre I'dge
etal.2014[113] 35-50 significative entre I'dge du et le taux de prolifération des CSMAs La
560 donneur et le rendement en différenciation adipogénique était
CSMAs. indépendante de I'dge Le potentiel
ostéogénique et chondrogénique diminuait
avec l'age.
Hauner et 20-83 - Corrélation négative Corrélation négative significative entre I'age et
al.2004 significative entre I'dge et le la prolifération des CSMAs (chez les deux
[103] rendement des CSMAs (chez sexes).
les deux sexes).
deGirolamoetal. 21-68 <35 Corrélation positive Taux de prolifération plus élevés chez les
2009[108] >45 significative entre I'dge et le |femmes plus jeunes, mais non statistiquement

rendement des CSMAs.  [significatifs Pas d'impact significatif de I'age sur

le potentiel de différenciation adipogénique

Corrélation négative significative de I'dge avec le

potentiel ostéogénique

Geissler et 25-71 <45 Analyses stratifiées par site -
al.2014[104] > 46 donneur : Abdomen : les
femmes plus jeunes ont
présenté un rendement
significativement plus élevé
Flancs : les femmes plus
agées ont présenté un
rendement en CSMAs

significativement plus élevé.

Schipper et 25-60 25-30 Prolifération plus importante des CSMAs et
al.2008[67] 40-45 moindre sensibilité & I'apoptose dans le
55-60 groupe des 20 ans (non statistiquement
significatif).
Yoshimura 21-59 - Pas de corrélation -
etal.2006[43] significative entre le

rendement des CSMAs

et I'dge.

c) Diabéte :
Une étude a comparé les profils d'expression génétique des CSMAs chez des patients

diabétiques a ceux de patients appariés par I'dge et I'IMC. lls ont rapporté une diminution

- 88 -



Cellules souches mésenchymateusesadipocytaires: isolement et indications en chirurgie plastique.

significative de la capacité de différenciation desCSMAset une hausse des genes impliqués dans
I'inflammation et I'apoptose chez les patients diabétiques [114].

Robert C Rennert et al[115] ont examiné l'impact du diabéte sur la niche CSMAs murine
ainsi que sur le potentiel des cellules isolées a promouvoir la néo-vascularisation in vitro et in
vivo. Les résultats démontrent que le diabéte modifie la niche des CSMAs in situ et que les
CSMAsdiabétiques sont compromises dans leur capacité a établir un réseau vasculaire a la fois in
vitro et in vivo. De plus, ces cellules diabétiques sont inefficaces pour promouvoir la
néovascularisation des tissus mous et la cicatrisation des plaies. L'analyse transcriptionnelle
unicellulaire a identifié une sous-population de cellules qui était diminuée dans les modeles de
diabete de type 1 et de type 2. Ces cellules étaient caractérisées par l'expression élevée de génes
connus pour étre importants pour la croissance de nouveaux vaisseaux sanguins.Les
perturbations de sous-populations cellulaires spécifiques, visibles uniquement a I'échelle d'une
seule cellule, représentent un mécanisme de dysfonctionnement des CSMAs diabétiques qui
n'avait pas encore été signalé. Ces données suggérent que l'utilité des autologues pour les
thérapies cellulaires chez les patients diabétiques peut étre limitée et que des interventions
visant a améliorer la fonction cellulaire avant I'application sont justifiées.

Ferrer-Lorente et al. [116] ont utilisé une approche ou ils ont analysé I'expression génique
dans le tissu adipeux sous-cutané de rats gras diabétiques et de leurs congéneres non
diabétiques. Le tissu adipeux sous-cutané des rats diabétiques présentait une baisse généralisée
des marqueurs de caractére souche et de différenciation et de potentiel angiogénique.[63]

Harris et al. [117] ont rapporté une tendance de rendement plus faible des CSMAs chez les
diabétiques (n = 18) qui n'est pas statistiquement significative.

Concernant I'influence du diabéte, dans notre série, I’évaluation s’est basé sur I'évolution

clinique, qui n’était pas impactée par rapport au patients non diabétique. Cependant, la
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comparaison du rendement et la viabilité des CSMAs chez les patients diabétiques et non

diabétiques aurait pu révéler des détails supplémentaires.

d) Tabagisme

Le tabagisme est I'un des facteurs les plus impliqués dans un large éventail de maladies
[118][119]. D'aprés l'analyse de I'Organisation mondiale de la santé, environ 1,1 milliard de
personnes sont des fumeurs. Bien que l'efficacité des CSMAs provenant de donneurs sains
comme agents thérapeutiques a été démontrée dans de multiples modéles animaux de
pathologies humaines et est maintenant soutenue par des essais cliniques[120][121], trés peu
d'études ont été réalisées pour l'effet du tabagisme sur la bioactivité des CSMAs.

Les premieres études abordant cette question ont été limitée a I'évaluation de I'impact des
préparations d'extraits des cigarettes sur la migration et la différenciation des CSMAs, ainsi que
sur la sécrétion de IL-6 et IL-8, qui ont toutes été réduites [122]. L'étude de Wahl et al. n'a
impliqué qu'une simulation in vitro de I'exposition a la fumée des cigarettes, ce qui ne récapitule
pas les processus associés a l'inhalation réelle de cette fumée.

Une étude [123] menée par Daria Barwinska et al. a évalué si l'injection des CSMAs
améliorerait le flux sanguin dans un modele d'ischémie chronique des membres lorsqu'il est
administré aux souris 32 jours apres l'excision de l'artere fémorale. lls ont observé que les
cellules souches provenant des sujets non tabagiques, améliorait efficacement le flux sanguin
aussi bien dans un modeéle d'ischémie aigué que chronique. L'inflammation étant moins
importante dans le modeéle chronique, ils supposaient que I'effet bénéfique de I'CSMA peut étre
attribués a la modulation de I'angiogénicité plutot qu'a des activités cellulaires anti-apoptotiques

ou anti-inflammatoires.
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Par contre, les cellules souches provenant des sujets tabagiques, étaient inefficaces dans
les deux modeéles aigues et chroniques, suggérant ainsi que les cellules souches provenant des
sujets tabagiques ont perdu leurs activités anti-inflammatoires et pro-angiogéniques.

En raison des disparités de rendements chez les patients tabagiques, dans notre étude,
I'influence du tabagisme n’a pas pu étre démontrée. Cela peut étre due a d’autres facteurs, a
savoir les terrains différents des patients, le nombre de médecins préleveurs, et de techniciens

manipulant I’échantillon.

e) Indice de masse corporelle :

Quant aux CSMAs, l'age, le site d’extraction du tissu adipeux et le sexe peuvent
potentiellement modifier la fonctionnalité et la qualité des CSMAs[111][112]. Cependant, |'effet
de 'obésité sur les CSMAs est inconnu. Blanca Ofate et al. ontémis I'hypothése que les CSMAs
humaines provenant de patients obéses atteints du syndrome métabolique pourraient avoir des
capacités réduites de réparation tissulaire spontanée ou thérapeutique. lls rapportent que les
CSMAs provenant du tissu adipeux blanc de patients souffrant d'obésité et du syndrome
métabolique ont un potentiel prolifératif et angiogénique inférieur a celui des CSMAs provenant
du tissu adipeux des individus métaboliguement non obéses. Leurs observations indiquent que

les stratégies thérapeutiques basées sur_l'implantation des CSMAs autologues seraient entravées

chez les patients souffrant d'obésité et de syndrome métabolique.[124]

14 études ont examiné l'effet de I'MC sur la viabilité des adipocytes. 8 études ont
démontré [I'effet de I'augmentation de I'IMC sur la viabilité et la fonction des adipocytes [103],
[125]-[126].

Dans I'étude la plus importante a ce jour (n = 189), 30 femmes appartenant a la catégorie
(IMC >30 kg/m2), van Harmelan et al. [103] ont signalé une réduction significative du nombre
d'adipocytes matures viables par gramme de tissu adipeux et de la capacité de différenciation

des CSMAs avec lI'augmentation de l'indice de masse corporelle.
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Cette constatation est confirmée par 5 autres études in vitro qui ont également montré une
diminution des capacités de différenciation et de prolifération des adipocytes avec
I'augmentation de I'IMC [103], [125], [127],[128] (tableau ).

Frazier et al. ont signalé que les CSMAs provenant d'individus obéses présentaient des
déficiences au stade précoce de différenciation adipogéne et ostéogene, ce qui a été corrélé avec

leur potentiel de différenciation in vitro, qui était inversement proportionnel a I'lMC de l'individu.

Outre la réduction de la capacité de différenciation et de migration ainsi que les capacités
angiogéniques et prolifératives des CSMAsprovenant d'humains obéses [129],[126] ,[130], Perez
et al. [128] ont également noté des modifications de I'activité de la télomérase et de la longueur
des télomeéres de I'ADN, suggérant une diminution de la capacité d'auto-renouvellement et une
apoptose précoce.

Isakson et al. [127]et Tang et al. [131] ont montré que la réduction de la différentiation des
CSMAs hypertrophiées peut étre liée a une augmentation de l'activité de I'expression de la
protéine 4 kinase activée par des agents mitogenes (MAP4K4), qui inhibe [l'activation du
récepteur activé par le proliférateur de peroxysomes (PPAR)-y et donc l'adipogenése. Il a été
rapporté qu'apres une perte de poids massive, le tissu adipeux sous-cutané revient a un état

non inflammatoire avec une diminution significative des cytokines [132]

Mitterberger a comparé des CSMAs provenant de patients " anciennement obéses " qui
avaient subi des procédures bariatriques a des individus " obeses " et " de poids normal ". lls ont

montré gue la chirurgie bariatrique et la restriction calorique a long terme induite par un régime

alimentaire reprogrammaient considérablement les CSMAs, avec une réduction des dommages a

I'ADN, une meilleure viabilité et une réplication prolongée[133]. Les CSMAsisolées de patients ex-

obéses ont atteint un phénotype adipocytaire mature plus rapidement que celles obtenues
auprés de patients non obéses [134], ce qui suggere un enrichissement de cellules dans la

population d'CSMAs qui sont " mieux préparées " pour la différenciation adipogénique.
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En harmonie avec Frazier et al. Les rendements les plus faibles dans notre série ont été
observés pour les valeurs élevées d’IMC au-dela de 30 kg/mz2.

Il est intéressant de noter que 6 études des 14 études précédemment décrites, n'ont
rapporté aucune différence avec lI'augmentation de I'IMC [104], [65], [135], [64], [43],[136].

Mojallal et al. ont examiné dans le cadre d'une étude prospective 42 femmes ayant un IMC
variable. Apres avoir divisé les patientes en deux groupes (IMC <25 ou >25 kg/m?2), ils n'ont pas
trouvé de corrélation statistiquement significative entre I'/MC et la prolifération [135]

De méme, Faustini et al. [137] ont analysé les données de 125 sujets stratifiés par sexe et

n'ont pas vu d'association entre I'TMC du donneur et le rendement ou la fonction des CSMAs[63].

Tableau VIII :Evaluation de I'association entre I'IMC et la fonctionnalité des CSMAs et des

adipocytes humains classées par taille d'échantillon ; (Revue de la littérature)

Référence IMC(kg/m?2) IMC : catégories| Résultat : Rendement en CSMAs Résultat : potentiel de
de sous- différenciation
ensembles (n)

Van 19.7-39.7 <25kg/m2(57)2|Corrélation positive significative entre Corrélation négative
Harmelanet 5-29.9kg/ I'MC et le nombre de CSMAs par |significative entre I'TMC et
al.2003[11 m2(96)>30kg/ corps Corrélation négative le potentiel de

4] m2(35) significative entre I'lMC et les CSMAs différenciation des

par gramme de tissu adipeux CSMA:s.
Faustinieta 25.33+3.44(M) - Pas de corrélation significative -
[.2010[13 26.68 +5.4(F) entre le rendement en CSMAs et
7] I''MC, tant chez les hommes que
chez les femmes.
Isakson et 19.3-54.8(28.8+2.2) - - Corrélation négative
al.2009[1 significative entre I'IMC et
27] le potentiel de
différenciation adipogéne.
Mojallal et 20-35.6 (26.3) <25 kg/m2 | Pas de corrélation significative entre Tendance a une
al. 2011 (15) > 25 I'MC et le rendement des CSMAs. | corrélation négative entre
[135] kg/m2 I'IMC et le taux de
(7) prolifération (non
statistiquement
significative)
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Roldan et
al. 2011
[126]

<25 kg/m2
40-55
> 55

Corrélation négative
significative entre I'IMC et
la prolifération des
CSMAsCorrélation
positive entre I'IMC, la
sénescence prématurée et
la sécrétion de cytokines

Frazier et
al. 2013
[125]

22.2+1.79

<25 kg/m2 (6)
> 25 kg/m2
(6)

Corrélation négative
significative entre I'IMC, la
prolifération des CSMAs
et le potentiel de
différenciation
ostéogénique.

Perez et al.
2013 [129]

<25 kg/m2 (5)
> 30 kg/m2
(5)

Corrélation négative
significative entre I'lMC et
les capacités de
différenciation et de
migration des CSMAs.

Perez et
al.2015
[128]

<22kg/m2(5)>3
Okg/m2(5)

Corrélation négative significative entre
I'IMC et le rendement des CSMAs

Corrélation négative
significative entre I'IMC et
la prolifération des
CSMAs.

Des changements
significatifs ont été
observés dans I'activité de
la télomérase et la
longueur des télomeres de
I'ADN, entrainant une
réduction de la capacité
d'auto-renouvélement.
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lll. Apport des cellules souches mésenchymateusesd’origine

adipeuse en chirurgie plastique :

Il a été démontré que les CSMAs sont une ressource cellulaire utile pour la régénération
des tissus. Le role majeur de la médecine régénératrice dans ce siécle est basé sur la thérapie
cellulaire dans laquelle les CSMAs occupent une position clé. Des recherches actives sur ce
nouveau type de cellules souches adultes ont maintenant plusieurs indications cliniques dans
toutes les disciplines médicales. La chirurgie réparatrice et esthétique en est une. [138]

La chirurgie réparatrice ou reconstructrice vise a reconstruire ce que la nature, la maladie
ou un traumatisme a détruit, alors que la chirurgie esthétique, quant a elle, est définie comme
I’ensemble des actes chirurgicaux tendant a modifier I’apparence corporelle d’'une personne, a
sa demande, sans visée thérapeutique ou reconstructrice nécessairement.

La résolution des difficultés de cicatrisation, le remodelage des cicatrices, la récupération
apres ischémie des tissus locaux et 'amélioration de la préparation des tissus pour la greffe
dans le cas de pertes de substances chroniques, sont les principales indications soulignées dans

cette étude.

1. La cicatrisation des plaies :

La capacité du corps humain a se régénérer est limitée et elle aboutit souvent a la
formation d'une cicatrice fibreuse sur le site de la Iésion pendant le processus reconnu comme la
réparation [60].

Bien que la formation d'une cicatrice permette de restaurer la principale fonctionnalité de
la peau : barriere contre la perte d'eau et les agents pathogenes, elle présente des inconvénients.
Outre un aspect esthétique peu attrayant, la formation de cicatrice accompagnée d'une fibrose

tissulaire entraine aussi une réduction de I'élasticité de la peau [139]. Dans les cas extrémes, tels
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que les brilures étendues, le développement du tissu cicatriciel resserre les bords de la plaie, ce
qui entraine une contracture de la peau[3]
Le besoin pressant d'une thérapie fonctionnelle pour la cicatrisation des plaies a mis la
médecine régénérative en lumiere, notamment les cellules souches, et en particulier les CSMAs.
La CSMA est un candidat idéal pour étre utilisé dans la cicatrisation des plaies en raison de
son abondance, de sa facilité d'acces et de la pléthore d'adipokines qu'elle contient, telles que le

bFGF, le VEGF, l'insulinlikegrowth factor-1 (IGF-1) et le facteur de croissance (TGF).

Potential
differentiation into

Wound healing
improvement

Figure 58 :Mécanismes ou capacités régénératrices potentielles des CSMAs pour accélérer le
processus de cicatrisation des plaies.
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Les CSMAs peuvent améliorer le processus de cicatrisation des plaies de plusieurs
manieres : En se différenciant en différents types de cellules apres la greffe et grace a leurs
profils de sécrétion par lesquels différents processus biologiques peuvent étre modulés, y
compris la prolifération cellulaire, la différenciation cellulaire, I'angiogeneése et l'inflammation et
en possédant diverses caractéristiques cellulaires et moléculaires telles que la résistance a
(certaines) toxines dérivées de bactéries, aux conditions hypoxiques, a I'apoptose et au stress

oxydatif.

+ Les séquelles de brilures :

Les cicatrices post-briilures entrainent souvent de graves déficiences fonctionnelles et
esthétiques au cours des périodes de restitution et de réhabilitation de la brilure. Malgré des
recherches approfondies ces derniéres décennies. Le développement des cicatrices post-
brilures est influencé par de multiples facteurs tels que la profondeur initiale de la brilure, les
méthodes de traitement des brilures, la durée de la plaie ouverte jusqu'a sa fermeture définitive,
I'infection de la plaie de brilure, la prédisposition génétique, et bien d'autres encore, tant en
phase aigué qu'en phase de réhabilitation.[140]

Aprés la découverte de cellules souches mésenchymateuses dans le tissu adipeux [54], on
a assisté a une augmentation du nombre d'essais cliniques utilisant les CSMA pour traiter
différents modeéles de cicatrisation, y compris les briilures.[141]

Les CSMAs ont été activement étudiées pour traiter les cicatrices hypertrophiques apres
une brilure. Yun et ses colléegues[142] ont montré que l'application locale de CSMAs réduit la
taille et la flexibilité de la cicatrice normale dans le porc.

Dans un autre modeéle de brilure, Yun et al. [142]ont injecté des CSMAs dans la plaie 50

jours aprés la brilure et aprés que la cicatrice ait commencé a se former.
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Les CSMAs ont été injectés trois fois a 10 jours d'intervalle et les cicatrices ont été

examinées tous les 10 jours jusqu'a 100 jours aprés la chirurgie. Les cicatrices traitées avec des

CSMAs avaient une couleur et une souplesse améliorées, une diminution de la surface et une

réduction du nombre total de mastocytes. Les CSMAs ont favorisé un arrangement plus mature

du collagene dans ce modele.

Ces données suggérent que les CSMAs accélérent la réparation tissulaire et réduisent la
cicatrisation hypertrophique par le biais d’une régulation autocrine ou paracrine des différentes
phases de la cicatrisation ou par la suppression des voies liées a la fibrose.

Une étude faite par Peter Zahorec[143] et al. a essayé de mettre en évidence la polyvalence
de la mise en ceuvre de cette méthode en ce qui concerne différents types de cicatrices
(cicatrices atrophiques, hypertrophiques, chéloides). Des CSMAs autologues dérivées du tissu
adipeux ont été appliquées sur des cicatrices post-brilures chez les 8 patients ayant subi une
reconstruction chirurgicale de cicatrices. Les procédures utilisées pour les reconstructions de
cicatrices comprenaient la dermabrasion, lI'excision de cicatrices, la correction de contractures et
des plasties locales combinées a une lipogreffe d'un lipoaspirat contenant des adipocytes
parenchymateux et une fraction vasculaire stromale comprenant des CSMAs, ou I'application de
CSMAs autologues séparées isolées a partir de lipoaspirats ou cultivés. Des CSMAs autologues
isolées ou cultivées avec une révision de la cicatrice chirurgicale ont été appliquées chez 3
patients. En fonction du résultat souhaité, I'une de ces méthodes d'application des CSMAs a été
choisie en fonction des caractéristiques de la cicatrice reconstruite et du volume requis de
graisse transférée.

Les cicatrices post-briilures ont fait I'objet d'une évaluation clinique selon I'échelle des
cicatrices de Vancouver (VSS) avant la chirurgie, y compris la documentation photographique, et

réévaluées aprés 6 mois suivant I'application des CSM.
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Comme l'ont montré les résultats, le score moyen de I'échelle VSS avant traitement était de
7.88 points, allant de 4 a 11 points. Le VSS moyen 6 mois apres l'intervention chirurgicale et
I'application de CSM était de_2,34 points, allant de 1 a 4 points. D'aprés les résultats obtenus,
|'effet favorable de I'application de CSMAs sur le remodelage de la cicatrice aprés une

reconstruction chirurgicale de cicatrices post-brilure était prometteur.

2. La récupération aprés ischémie des tissus locaux :

+ Ulcere diabétique

Dans une étude portant sur 54 patients souffrant d'ulcéres du pied diabétique, Il a été
démontré que la thérapie par SVF améliore le processus de cicatrisation des plaies, une
cicatrisation compléte a été observée chez tous les patients qui ont subi un traitement par SVF
autologue.[2]

+ Amélioration des Iésions dues aux radiations

La littérature est riche en termes d'applications cliniques des CSMAs pour soigner les
lésions dues aux radiations. On constate une augmentation des lésions dues aux radiations sur
les plaies et autres organes avec l'utilisation généralisée de la radiothérapie, procédures
radiologiques interventionnelles. Les plaies chroniques dues aux rayonnements ne peuvent
généralement pas étre traitées par des méthodes conventionnelles, telles que la chirurgie par
lambeau ou la greffe de peau, en raison de l'ischémie et de la fibrose des tissus. L'ischémie est
due a une vascularisation inadéquate et a des vaisseaux incompétents dans les tissus irradiés. La
peau irradiée présente un érythéme et une pigmentation anormale.

Une fois la plaie d'irradiation est présente, elle se complique de nécrose, d'infection et de
fibrose dans divers organes. Ces lésions chroniques dues aux radiations pourraient étre
améliorées par un apport suffisant de sang aux tissus, la thérapie par CSMAs est prometteuse

dans le traitement des blessures chroniques dues aux radiations.
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Dans une étude de Rigotti et al.[42]l'efficacité de la transplantation de tissu adipeux sur
des plaies sévéres et irréversibles induites par irradiation avec ulcération, atrophie, rétraction et
fibrose, a été examinée. Une augmentation de la néovascularisation des tissus endommagés
dans les premiers traitements par transplantation, et une amélioration de la structure des tissus
chez 19 des 20 patients. Cette étude a conclu que les CSMAs améliorent la cicatrisation des
blessuresinduites par l'irradiation, et cela en grande partie est due aux caractéristiques pro-
angiogénes des CSMAs.

Dans une autre étude, Akita, Akino, Hirano, Ohtsuru et Yamashita[144] ont cherché a
déterminer la puissance des CSMAs autologues dans I'amélioration de la cicatrisation des plaies
chez une femme de 89 ans qui présentait un ulcere d'irradiation sacro-coccygien chronique
intraitable, et ont rapporté la guérison sans incident de l'ulcere radique aprés 82 jours d'une
transplantation autologue de CSMAs.

Dans une étude de suivi, Akita, Yoshimoto, Ohtsuru, Hirano, et Yamashita en 2012[145]
ont appliqué la méme procédure dans quatre autres cas, avec des résultats montrant une

fermeture compléte de la plaie, sans récidive.

3. Amélioration de la survie des tissus

Des études utilisant des CSMAs ou des SVFs expansés ont montré que ces populations

cellulaires sont slres et efficaces pour étre utilisées pour la cicatrisation des plaies

cliniques[146].L'une des applications cliniques largement utilisée est de compléter les
lipoaspirats par des SVF ou d'CSMAs pour améliorer la survie des tissus, la revascularisation et les
résultats chirurgicaux [58]. Cette technique a gagné la satisfaction des chirurgiens et des
patients,12 mois aprés l'opération chez 55 patients ayant recu un lipotransfert associé a des
cellules[141].

En dehors des indications de notre étude, les CSMAs ont été appliquées pour :

+ L’amélioration de survie des greffes de graisse :
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La survie accrue de la graisse aspirée en réponse a l'ajout des CSMAs dans un processus
connu sous le nom de cell-assisted lipotransfer (CAL)a été démontré. Une étude in vivo d'Eto et
al. a [138] montré que la plupart des adipocytes du greffon commencent a mourir le jour de la
greffe et que seuls quelques adipocytes situés a moins de 300 um du bord du tissu survivent.

A l'intérieur de cette région de survie, une petite zone de régénération existe dans laquelle
tous les adipocytes meurent et seuls les CSMAs survivent. Il s'agit d'une preuve convaincante de
I'importance des CSMAs dans la survie du tissu adipeux apreés la greffe.

Il a également été prouvé que les CSMAs favorisent I'angiogenése pendant la phase aigué
de la transplantation de graisse et forment des microtubules dans les 24 heures suivant
I'ischémie.

Bien qu'il y ait encore des questions concernant l'efficacité de la technique CAL pour les
greffes de graisse cliniques, il est généralement admis par les chirurgiens plasticiens que le
risque de nécrose graisseuse peut étre réduit et que la survie de la greffe de graisse est
améliorée en utilisant la technique CAL. Ce type de lipotransfert enrichi en cellules est devenu
populaire dans les pays d'Asie de I'Est comme la Corée et le Japon. Des rapports sur I'application
clinique efficace de la technique CAL pour le remplacement du volume des tissus mous du visage
a des fins esthétiques et la reconstruction de défauts dus a la lipoatrophie faciale ont été
publiés. De plus, le transfert de graisse de grand volume pour l'augmentation mammaire, dans

lequel une meilleure survie du greffon est essentielle, a été rapporté.

4, Parry-Romberg syndrome

Le syndrome de Parry-Romberg (SRP)[147] est une maladie acquise peu fréquente,
caractérisée par hémi-atrophie progressive de la peau et, dans certains cas, entraine une
atrophie muscles, du cartilage et des structures osseuses sous-jacentes.

Les CSMAs ont été utilisées avec succes dans le traitement du syndrome de Parry-Romberg,

[148].
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5. Rajeunissement cutané :

Les cellules souches mésenchymateusesd’origine adipeuse et leurs facteurs sécrétoires
peuvent stimuler la synthése du collagene et la migration des fibroblastes pendant le processus
de cicatrisation. Les traitements conventionnels du vieillissement cutané, tels que les lasers et
les traitements topiques, induisent une nouvelle synthese de collagéne via l'activation des
fibroblastes dermiques ou des facteurs de croissance. Des études récentes ont démontré que les
CSMAs peuvent également étre utilisées pour le traitement du vieillissement cutané.

4+ Effet antirides :

Une étude[149] faite par Won-Serk Kim et al. a démontré I'effet antirides des CSMAs avec
une réduction des rides induites par les ultraviolets B (UVB) par I' CSMAs.

Les rides ont été induites par une irradiation UVB de huit semaines, et ont été
significativement améliorées par l'injection sous-cutanée de CSMAs chez des souris glabres.
Dans une analyse de réplique, les parameétres concernant les rides ont été améliorés avec des
doses moyennes et élevées de CSMAs.

L'épaisseur du derme et le contenu en collagene du derme ont également été augmentés
dans les groupes ayant recu l'injection des CSMAs.

Dans une analyse du cycle cellulaire, un milieu conditionné de CSMAs(ADSC-CM) a diminué
la mort cellulaire apoptotique induite par les UVB. De plus, 'ADSC-CM a augmenté la protéine du
collagéne de type | et a diminué le niveau protéique de la métallo-protéinase 1, ce qui peut

expliquer l'augmentation du contenu en collagéne dans le derme.
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Au total, ces résultats indiquent que la CSMA et ses facteurs sécrétoires sont efficaces pour
les rides induites par les UVB et I'effet antirides est principalement médié par la réduction de

I'apoptose induite par les UVB et la stimulation de la synthése du collagéne.

4+ Eclaircissement de la peau :

Une étude [149] de Won-Serk KIM et al. a examiné l'action pharmacologique des cellules
souches dérivées du tissu adipeux concernant les effets de I’éclaircissement . Un milieu
conditionné de CSMAs(ADSC-CM) a été récolté et I'effet dépigmentant de 'ADSC-CM a été étudié
sur des cellules de mélanome B16. Le traitement par I'ADSC-CM a inhibé la synthése de la
mélanine et I'activité de la tyrosinase de maniere dose-dépendante.

Les résultats indiquent que le secrétions des CSMAs inhibent la synthése de mélanine en
régulant a la baisse I'expression de la tyrosinase et de TRP1, qui sont principalement médiées
par le TGF-b1.

4+ Effet antioxydant

Une étude[149]de Won-SerkKim a examiné I'effet protecteur des CSMAs sur les fibroblastes
dermiques humains (HDF) par le biais de I'anti-oxydation dans un modéle de lésion oxydative
induite par I'hydroperoxyde de tert—-butyle (tbOOH).

Le milieu conditionné des CSMAs (ADSC-CM) a été récolté et testé pour son action
antioxydante. L'ADSC-CM avait un effet antioxydant aussi puissant que 100 uM d'acide
ascorbique et diverses protéines antioxydantes ont été détectées dans I'-CM par analyse
protéomique. Les changements morphologiques et le test de survie cellulaire ont révélé que
I'incubation avec I'ADSC-CM a aidé les HDF a résister aux radicaux libres induits par le tbOOH.

En outre, I'hypothese de I'étude selon laquelle les CSMAs protégent les HDF par une action
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antioxydante a été confirmé. Dans une analyse du cycle cellulaire, le traitement par ADSC-CM a
inversé la mort cellulaire apoptotique induite par le tboOOH.

Ces résultats suggerent que les CSMAs ont une puissante activité antioxydante et
protegent les HDFs des lésions oxydatives en diminuant les cellules apoptotiques. Par
conséquent, les CSMAset I'ADSC-CM sont de bons candidats pour le controle et la prévention

des dommages cutanés causés par les radicaux libres dans diverses conditions cutanées.

6. Alopécie :

Fukuoka et Suga [150] ont réalisé une étude prospective de six mois sur 32 patients
atteints d'alopécie androgénique de types masculin et féminin, avec des injections mensuelles
dans le cuir chevelu avec un ADSC-CM commercialisé. Chez 10 patients, les injections n'ont été
appliquées que sur un coté du cuir chevelu. Aprés examen avec trichogramme au début et a la
fin de la période de six mois, les auteurs ont signalé une augmentation statistiquement

significative d'une moyenne de 29 poils/cm2 pour les hommes et de 15,6 poils /cm2 pour les

femmes. Dans cette étude de comparaison, l'augmentation du nombre de cheveux entre les

zones traitées et non traitées du cuir chevelu a également été jugée significative.

IV. Sécurité d’utilisation des cellules souches mésenchymateuses

d’origine adipeuse :

Phuc Van ham et al. [151] ont évalué la sécurité et I'efficacité de la transplantation de SVF
combinée au PRP dans le traitement des lésions cartilagineuses dans le modele de souris, en
cherchant I'expression des génes liés au cancer. En particulier, deux génes Oct-3/4 et Nanog ont
été évalués par la méthode de RT-PCR en temps réel et SSEA-3, et SSEA-1 ont été évalués par
cytométrie de flux. Les résultats ont montré que I'expression d'Oct-3/4, Nanog, SSEA-3 et SSEA-
1 beaucoup plus faible que celle des cellules souches embryonnaires. Ces résultats ont démontré

que le SVF possede une faible tumorigénicité. Le SVF et PRP sous la peau de souris n'ont pas pu
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former de tératomes. Avec ces expériences, ces auteurs ont conclu que le SVF plus PRP est une

thérapie prometteuse avec une sécurité élevée pour des expériences de transplantation.

V. Axes d’amélioration et Perspectives

A I'issue de notre étude, nous proposons des suggestions/recommandations qui méritent

d’étre souligner afin d’améliorer I'aspect pratique de la réalisation d’un tel travail de recherche.

1. Organisation du travail :

a. Communication inter-équipe :

En général, la communication a été bonne entre les équipes de la chirurgie plastique et
celle de la médecine régénérative. Toutefois, quelques recommandations peuvent-étre

intéressantes pour améliorer la communication inter-équipe :

+ L’adoption d’une fiche médicale commune ; (voir annexe 4)
# L'organisation d'un staff commun pour la discussion des patients avant

programmation et pour le suivi des résultats aprés traitement ;

b. Extraction du tissu adipeux :

Le nombre de médecins préleveurs : Trois opérateurs ont été chargés du prélévement du
tissu adipeux, bien que la technique et le matériel sont les mémes, les résultats hétérogénes
obtenus peuvent étre expliqués par le nombre de médecins préleveurs, nous recommandons
donc que l'opérateur soit le méme.

Prise de photo et Incidence : Bien que la prise de photo est été faite de maniére similaire,

utilisant un appareil photo numérique derniere génération NIKON, certains éléments peuvent
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induire en erreur lors de I’évaluation des résultats. Nous recommandons I’'utilisation de logiciels
spécialement dédiés a la cicatrisation et aux pertes de substance chronique (Ekare.Inc) qui
permet d’avoir un panorama global de la plaie avec ses différents parameétres ainsi qu’une
luminosité et qualité d’'image optimal.

Taille de [I’échantillon patients : Le nombre limité de patients intégrés dans [|’étude
constitue un frein a I'interprétation des résultats cliniques et biologiques de nos patients. Ainsi,
une population plus large permettra de tirer de meilleurs conclusions.

Acheminement de la graisse au Centre de Médecine Régénérative : Les conditions de
transport constituent un parametre capital de notre étude pouvant retentir sur la viabilité des
CSM extraites. Dans notre étude, la graisse extraite par lipoaspiration est mise dans une
seringue de 60 cc, fermée par un bouchon spécialement dédié et stockée dans une boite
d’'instrument stérile spécialement dédiée aux CSM. Néanmoins, le contréle de la température de
la boite et le temps d’acheminement peuvent jouer un rdle important sur la qualité du
prélevement. Nous recommandons |'utilisation d’une boite isotherme stérile et le respect d’une
limite de temps de transport de 10 mn, afin de conserver au maximum la fonction et la viabilité
cellulaire, ou au mieux équiper le CMR d’une salle de petite chirurgie consacré a la

lipoaspiration.

c. L’isolement et caractérisation des cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse :

La répétition des lavages augmente le temps de traitement de la graisse entrainant ainsi
une apoptose cellulaire, par conséquent nous recommandons l'obtention d’un prélevement
initial le plus pur possible, peu sanglant, participera a la limitation des cycles de lavage.

Un temps de digestion enzymatique réduit, ne dépassant pas 40 mn permet la
préservation de la viabilité et la fonction des CSMAs.

Pour maintenir des CSMAs viables et fonctionnels, il est recommandé d’analyser des

échantillons (en cytometre) immédiatement apres I’échantillon, afin de diminuer les biais.
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Culture et enrichissement cellulaire, permettra d’apprécier le potentiel de différenciation
vers chaque lignée. Toutefois, cette option présente quelques inconvénients :
+ Un processus de prélevement - injection en 2 temps pour le patient avec une
manipulation de plusieurs jours au laboratoire ;
%+ Une augmentation de la charge de travail au laboratoire ;
+ Une augmentation du prix de la technique (nécessaire de culture cellulaire) ;

*+ Le risque accru de contamination infectieuse des cellules ;

Pour des raisons techniques, le rendement cellulaire a été obtenu que pour 55% des
patients. Ainsi, la corrélation entre rendement cellulaire et les différents paramétres liés au

terrain des patients n’a pu étre interpréter de facon homogene pour tous les patients.

d. Résultats et évolution :

L’engagement des patients est important pour le suivi et la documentation de leurs
évolutions d’une part, et l'augmentation du nombre d’injections d’autre part, permettant de
connaitre le dosage et le nombre d’injections nécessaire pour chaque indication.

L’analyse statistique est plus significative avec de grands échantillons, ce qui permet de
calculer la corrélation entre chaque parametre et le nombre de CSMAs.

La variabilité de parametres de chaque patient: Compte tenu des variabilités intra
individuelle du profil épidémiologique et du terrain nous suggérons l'évaluation d'un seul

parametre a la fois.

e. Personnels :

» Une équipe de travail dédiée a I'isolement des CSMAs :Dans notre étude, les Médecins
préleveurs était accompagner par une équipe d’'aide-soignants et d’infirmiers hospitaliers. Ce
parameétre pourra interférer avec la méthode de préléevement. Nous recommandons ainsi le

travail avec une cellule constituée de personnel spécialement dédié au CSMAs.
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2. Développement de la recherche :

a. Comparaison des cellules souches mésenchymateuses d’origine adipeuse et les cellules souches

mésenchymateuses de la moelle osseuse :

Des études récentes ont rapporté que le tissu adipeux posséde le plus haut pourcentage

de cellules souches adultes de tous les tissus de l'organisme, avec jusqu'a 5 000 cellules

souches dérivées de l'adipocyte par gramme de graisse, contre 100-1000 cellules souches par

millilitre de moelle osseuse [36][152].

Une étude[153] a été concue pour élucider I'effet des cellules souches dérivées de la moelle
osseuse et les cellules souches d’orgine adipeuse dans la cicatrisation des plaies. Cette étude a
révélé que les groupes traités par lesCSMAs ont montré une amélioration statistiqguement
significative de l'inflammation, de la réorganisation du tissu de granulation et du dépot de
collagene par rapport a leurs homologues traités par la moelle osseuse.

Les CSMAs sont semblables aux cellules souches dérivées de la moelle osseuse en ce sens
gu'elles sont capables de se différencier en de multiples types de tissus mésodermiques et
présentent une expression similaire des marqueurs protéiques de surface [75].

De nombreuses études ont démontré une différenciation multilinéaire, non seulement en
graisse mais aussi en os, cartilage, muscle squelettique, muscle cardiaque, vaisseaux sanguins,

nerfs et peau [154][155].
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Les CSMAs difféerent des cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moelle
osseuse, par leurs facilitéd’obtention par liposuccion humide standard, sous anesthésie locale, et

leurs rendements importants sans nécessiter d'expansion en culture [90][156].

b. Les dérives des CSMAs AT, CM, Exosomes

Les dérivés sans cellules adipeuses ont récemment attiré l'attention en tant qu'agents
thérapeutiques potentiels pour diverses maladies humaines. Ces dérivés comprennent le milieu
conditionné des CSMAs (ADSC-CM), les exosomes des CSMAs (ADSCExo), et les extraits de tissu
adipeux sans cellules (ATE), qui peuvent tous étre transportés, stockés et acheminés facilement.

Actuellement, la recherche sur le milieu conditionné des CSMAs (ADSC-CM) et les exosomes
des CSMAs (ADSC-Exo) est en plein essor.

En outre, les extraits de tissu adipeux (ATE) exempts de cellules, obtenus par des
méthodes purement physiques, sont devenus le centre d'intérét de la recherche ces derniéres
années.[157]

Les dérivés sans cellules adipeuses comprennent les ADSC-CM, les ADSC-Exo et les ATE.
L'ADSC-CM, qui contient des substances actives sécrétées par lesCSMAs, telles que des cytokines,
des exosomes, de I'ADN et de I'ARN, peut favoriser la réparation des tissus et réguler I'immunité
[13].

Les ADSC-Exo sont des vésicules extracellulaires qui transportent des protéines, de I'ARN,
de I'ADN et des molécules lipidiques ; elles peuvent pénétrer les barrieres tissulaires
physiologiques et participer a I'échange de matériaux et d'informations entre les cellules [14].
Comme les dérivés sans cellules adipeuses ne contiennent pas de cellules et ne peuvent donc
pas contribuer activement a la tumorigenése, ils peuvent étre utilisés pour l'allo génique
transplantation. Les dérivés sans cellules adipeuses sont faciles a transporter et a stocker ; ils
présentent un large potentiel thérapeutique pour le traitement de maladies telles que le

vieillissement de la peau, la réparation des plaies, la réparation des cicatrices et la régénération.
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Comparaison de trois dérivés acellulaires

Par rapport a la thérapie par cellules souches, les trois dérivés ne contiennent pas de
cellules. L'ADSC-CM contient principalement des cytokines, des exovésicules et des exosomes
sécrétés par les CSMAs.

Les exosomes transportent principalement des protéines sécrétées par les CSMAs et des
molécules actives telles que les ARNm, les microARN, les IncARN, I'ADN, etc., qui sont
internalisées par les cellules réceptrices grace a la liaison récepteur-ligand ou la fusion avec la
membrane plasmique et le mécanisme d'endocytose pour échanger des protéines et de génes
[87], favorisant ainsi la réparation de des dommages tissulaires. L'ATE est plus facile a obtenir et
est plus riche en cytokines et de vésicules extracellulaires. Par conséquent, on peut supposer
que ces dérivés sont non immunogénes, ce qui peut favoriser leur utilisation dans la méme
espéce ou dans différentes especes. Deuxiemement, l'utilisation de dérivés sans cellules permet
de surmonter des probléemes tels que le faible taux de survie des cellules implantées ou le risque
potentiel de tumorigenese.

En outre, les dérivés acellulaires ne nécessitent pas l'utilisation d'une solution de
cryoconservation des cellules, sont faciles a stocker et a transporter, et présentent de grands
avantages pour les applications cliniques. Cependant, leur application pose certains problémes.

Par exemple, comme les dérivés acellulaires ne contiennent pas de cellules, I'efficacité de
ces dérivés n'est pas aussi bonne que celle de la thérapie par cellules souches et de multiples
injections multiples sont nécessaires pour obtenir de meilleurs effets thérapeutiques. En outre,
les principales molécules fonctionnelles de I'ADSC-Exo ne sont pas encore clairement définies et
il n'existe actuellement aucune méthode unifiée de dosage et de méthode d'administration, de

dosage, ou de stockage des dérivés acellulaires.

c. Voie d’administrations des CSMASs :
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En termes d'administration de cellules souches, l'injection intraveineuse peut étre une
nouvelle alternative ayant une valeur clinique.

Le cell assisted lipotransfer (CAL), une technique impliquant la greffe de graisse associéé a
des cellules souchesd’origine adipeuse, I'une des indications de l'utilisations des CSMAs, a été
étudié en analysant les modifications histologiques et micro-environnementales dans la graisse
greffée lorsque des cellules souches dérivées de I|'adipose ont été injectées par voie
intraveineuse en méme temps que la greffe.Dans cette étude, Hong et al.[158] ont injecté par
voie intraveineuse des CSMAs en méme temps que la greffe de graisse et ont identifié lesCSMAs
recrutées dans la greffe. L'administration systémique de ces cellules a permis d'augmenter de
maniere significative l'expression des génes de l'adipogenése, une rétention du volume du
greffon et densité vasculaire du greffon.

Les auteurs ont identifié le recrutement de cellules stromales d’origine adipeuse a
I'intérieur du greffon apres leur injection en méme temps que la greffe. Le tracage réalisé jusqu'a
la semaine 8 postopératoire a révélé que les cellules stromales dérivées du tissu adipeux
injectées par voie intraveineuse ont principalement induit I'angiogeneése et I'adipogenése par une
action paracrine plutot que par une différenciation directe.

Une autre étude[159] a été menée sur sept sujets atteints de psoriasis modéré a sévere.
Les patients ont recu des injections intraveineuses des CSMAs (0,5x106 cellules/kg) tous les
mois pendant 12 semaines. Le paramétre primaire était la sécurité du patient évaluée par
I'incidence des événements indésirables (El). Les parameétres secondaires comprenaient les
changements dans l'indice de surface et de gravité du psoriasis (PASI), I'indice de qualité de vie
en dermatologie (DLQI), la surface corporelle (BSA) et les scores de prurit sur I'échelle visuelle
analogique (VAS).

Un total de 7 patients ont été enrolés dans cette étude. Quatre patients ont terminé I'essai

et deux participants ont terminé le suivi d'un an. Les auteurs ont enregistré 16 effets
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indésirables (dont 1 de grade 2 et 15 de grade 1) pendant la période de traitement et 1 effet
indésirable grave (EIG) pendant la période de suivi. Les El les plus fréquents étaient des fiévres
passageres (5/16) qui étaient probablement liées aux perfusions, suivies par des pharyngites
(3/16) et des maux de téte (2/16). La procédure a été jugée sire, et aucun EIG lié aux CSMAs n'a
été observé. Deux patients ont atteint et maintenu un PASI-50, indiquant une amélioration de 50
% du score PASI, aprés un an sans aucun traitement.

Ces résultats suggerent que l'injection intraveineuse des CSMAs est slire et peut étre une

option thérapeutique pour le traitement des patients atteints de psoriasis.
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La facilité de récolte et d’isolement, lI'abondance des CSMAs leur potentiel de
différenciation en multiples lignées, la sécrétion de diverses cytokines, ainsi que leurs effets
immuno-modulateurs, mettent les CSMAs en premiére ligne en terme de thérapie cellulaire
et de régénération tissulaire et ouvrent de belles perspectives d’avenir pour toutes les
disciplines médicales non seulement pour la chirurgie plastique et reconstructive.

Les résultats obtenus de I'injection des CSMAs dans la plupart des études, y compris la
notre sont des résultats trés satisfaisants et trés encourageants. Cest une thérapie
performante que nous recommandons pour les différentes indications précitées.

Cependant, et bien que la plupart des résultats rapportés ont été positifs nos
connaissances et notre utilisation du pouvoir de régénération du tissu adipeux est encore a
ses débuts et d'autres études sont nécessaires pour obtenir, entre autres, une uniformité du

protocole d’isolement, d'administration, et explorer la sécurité a long terme des CSMAs.
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Résumé

Objectif : L'objectif de notre étude est d’évaluer I’apport quantitatif des CSMAs chez
nos patients, évoquer quelques indications d’utilisation des CSMAs en chirurgie réparatrice
et esthétique et établir des recommandations, afin d’optimiser les techniques d’extraction
du tissu adipeux, d’acheminement et d’isolement et d’injection des CSMAs.

Patients et méthodes : Il s’agit d’une étude rétrospective et prospective portant sur 20
patients ayant bénéficié d’une extraction du tissu adipeux, isolement des cellules souches
mésenchymateusesd’origine adipeuseet une injection unique et locale des CSMAs en
association avec du Plasma riche en plaquettes, durant une période de 22 mois, s’étalant du
Janvier 2020 au Octobre 2021, en collaboration de service de chirurgie plastique,
réparatrice, esthétique et brulés et centre de médecine régénérative du CHU Mohammed VI
de Marrakech.

Résultats :

20 lipoaspirations ont été réalisées chez un total de 20 patients.

- L’age moyen de nos patients était de 39,40 ans avec des extrémes allant de 15 ans a
75 ans.

- Une nette prédominance féminine a été notée (60%) avec un sexe ratio H/F de 0,66.

- L’indication principale était les cicatrisations pathologiques avec un taux de 70%, et
les indications a visée esthétique 30%.

- Toutes les interventions ont été réalisées par liposuccion tumescente.

- Le site de récolte a été la paroi abdominale sous ombilical et flancs pour tous nos
patients. Le volume de graisse prélevé moyen était de 68,75 mL, avec des extrémes
allant de 30ml a 120 ml.

- Le volume des préléevements du Plasma riche en plaquettes a été 48 mL pour tous les

patients.

- L’isolement des cellules mésenchymateuses a été réalisé par digestion enzymatique.
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Le comptage et le phénotypage des cellules ont été fait chez 11 patients.

Les cellules isolées ont été caractérisées par un test de Cytométrie de flux, les
marqueurs CD90+/CD105+/CD73+ ont été cherchés dans la population de cellules.
La moyenne de rendement de CSMAs a partir d’un mL de tissu adipeux récolté, a été
régulierement 6,82 x 105

Le rendement cellulaire par mL de tissu de liposuccion a été analysé en fonction de la
quantité de graisse prélevé et les terrains des patients.

Multiplication du rendement cellulaire par 5, a partir de 60 mL de graisse.

La moyenne de rendement en CSMAs chez les femmes était 1,022x106, et chez les
hommes était 8,69x104Le rendement cellulaire chez les femmes est 11 fois supérieur
que chez les hommes.

Les rendements cellulaires les plus élevés en fonction de I’age ont été constatés chez
les patients dgés de 19 a 30 ans

Les rendements les plus faibles dans notre série ont été observés pour les valeurs

élevées d’IMC au-dela de 30 kg/mz2.

Conclusion : La facilit¢ de récolte et d’isolement, I'abondance des CSMAs, leur

potentiel de différenciation en multiples lignées, ainsi que leurs effets immuno-modulateurs,

mettent les CSMAs en premiére ligne en terme de thérapie cellulaire et de régénération

tissulaire.
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Abstract

Aim: The aim of our study is to evaluate the quantitative contribution of ADSCs in our
patients, to mention some indications of use of ADSCs in reconstructive and aesthetic
surgery and to establish recommendations, in order to optimize the techniques of extraction
of adipose tissue, routing and isolation and injection of ADSCs.

Patients and methods: This is a retrospective and prospective study of 20 patients who
have undergone an extraction of adipose tissue, isolation of adipose derived mesenchymal
stem cells and a single and local injection of ADSCs in association with platelet-rich plasma,
during a period of 22 months, from January 2020 to October 2021, in collaboration with the
department of plastic, reconstructive, aesthetic and burned surgery and the center of
regenerative medicine of the Mohammed VI University Hospital of Marrakech.

Results:

- 20 liposuction procedures were performed in a total of 20 patients.

- The average age of our patients was 39.40 years with extremes ranging from 15 to
75 years.

- Aclear female predominance was noted (60%) with a M/F sex ratio of 0.66.

- The main indication was pathological scarring with a rate of 70%, and indications for
aesthetic purposes 30%.

- All procedures were performed by tumescent liposuction.

- The harvesting site was the abdominal region under the umbilical and flanks for all
our patients. The average volume of fat harvested was 68.75 mL, with extremes
ranging from 30 mL to 120 mL.

- The volume of platelet-rich plasma samples was 48 mL for all patients.

- Isolation of mesenchymal cells was performed by enzymatic digestion.
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Cell counting and phenotyping were performed in 11 patients.

Isolated cells were characterized by flow cytometry assay, CD90+/CD105+/CD73+
markers were searched in the cell population.

The average yield of ADSCs from one mL of harvested adipose tissue was consistently
6.82 x 105

The cell yield per mL of liposuction tissue was analyzed according of the amount of
fat harvested and the patient's parameters.

Cell yield was increased ,5 times, from 60 mL of fat.

The average ADSCs yield in women was 1.022x106, and in men was 8.69x104. The
cell yield in females was 11 times higher than in males.

The highest cell yields according to age were found in patients aged between 19-30
years

-The lowest yields according to BMI in our series were observed for high BMI values
above 30 kg/mz.

Conclusion: The ease of harvesting and isolation, the abundance of ADSCs, their

potential to differentiate into multiple lineages, as well as their immunomodulatory effects,

put ADSCs in the forefront of cell therapy and tissue regeneration.
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Annexe 1 :
e Critéres d’éligibilité :

Nous avons colligé dans notre étude les patients présentant des pertes de substances
chronique, des séquelles de brilures, des alopécies, des indications de rajeunissement
faciales et un pannicule adipeux permettant le préléevement et l'isolement des CSM
adipeuses.

e Critéres d’exclusion :
Nous avons exclu tous les patients qui n’entraient pas dans les conditions d’éligibilité de

|’étude comme suit :

Absence de Consentement éclairé signé

- Grossesse / allaitement

- Maladie sévére incontrolée (insuffisance rénale chronique, pulmonaire)

- Antécédent de pathologie cancéreuse ou psychiatrique ou d’addiction

- Antécédent d’une chirurgie majeure ou traumatisme sérieux dans les 6
semaines

- Cachexie / malnutrition / impossibilité de collecte d’au moins 30 g de graisse

- Immunodépression congénital ou acquise ou patient sous traitement
immunosuppresseur

- Sérologie positive HIV - Hépatite B -Hépatite C

- Patient greffé ou sur liste d’attente de greffe d’organe

- Expectations infondées du patient par rapport a I’opinion du médecin traitant

- Antécédent d’effets secondaires a I’anesthésie locale

126



Cellules souches mésenchymateusesadipocytaires: isolement et indications en chirurgie plastique.

Annexe 2 :

T°: FC: FR: TA :
Taille : Poids : IMC :
= Examen local :
o Ancienneté :
o Localisation :
o Etendue de la lésion (cm) :

Fiche médical du patient

1. Identité

Nom / Prénom :

Date de naissance -

Sexe: Homme

Statut marital - Célibataire
Profession :

Sécurité sociale RAMED
Payant

Ville -

2. Antécédents
Meédicaux :
Chirurgicaux :
Familiaux

Habitudes toxiques :

3. Examen Clinique

Examen général :

o Profondeur / Epaisseur (cm) :

Indication :

Femme

/ Numéro du dossier :

Marié(e) Divorcé(e) Veuf(ve)

CNOPS CNSS

/ Tel :
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4. Paraclinique

= Biologie :
= Bactériologie : ) (> |
= Autres: , \
/’ T : .y A\N
5. Zone donneuse : T'iﬁ ! ﬁ“ :mf/ q \Q&

= Site de prélevement :

*= Quantité de graisse prélevée :

6. Résultats de Centre de médecine régénérative :
=  Volume de CSMAs acheminé :

= Associé au PRP:
= Rendement en CSMAs viables/mL

= Culture des CSMAs et potentiel de différenciation :

7. Procédure &Surveillance :

= JO (lere séance) :

=  Tmois:
=  3mois:
=  6mois :

8. Evolution :

Mauvaise Aucune Bonne Excellente

128



Cellules souches mésenchymateusesadipocytaires: isolement et indications en chirurgie plastique.

Annexe 3 :

FORMULAIRE DE CONSENTEMENT ECLAIRE DU PATIENT

Suite aux informations que j’ai recues et aux réponses qui ont été apportées a mes
éventuelles questions, j'accepte, aprés réflexion, I'intervention mentionnée ci-dessus. J'ai
été informé(e) de la nature et le but de I'intervention proposée. Le médecin m’a aussi
informé(e) des bénéfices, risques et possible complications, de méme que des possibles
alternatifs au traitement proposé.

Patient (signature) :

En cas d’incapacité de discernement

Représentant légal ou thérapeutique*

Nom, prénom (majuscule) :

Je, soussigné, Dr , certifie que j’ai expliqué

la nature, le but, les bénéfices, les risques et les alternatives a I'intervention ci-dessus. Je
certifie également avoir offert au patient la possibilité de poser toutes les questions qu’il
souhaite et que j’ai pleinement répondu a ces derniéres. Je crois que le patient/représentant
légal ou thérapeutique a bien compris ce que j’ai expliqué. Dans le cas ou je ne serais pas
présent lors de la signature de ce formulaire par le patient, je comprends qu’il n’a qu’une
valeur de documentation, bien que le processus du consentement éclairé ait pris place. Je

reste responsable de I'information au patient ainsi que d’obtenir son consentement éclairé.
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Annexe 4 : ‘K %
4

DOSSIER MEDICAL DU PATIENT

Date :

Médecin préleveur :

Identité

Nom / Prénom :
Date de naissance - / Numéro du dossier :
Sexe: Homme Femme
Statut marital - Célibataire Marié(e) Divorcé(e) Veuf(ve)
Profession :
Sécurité sociale RAMED CNOPS CNSS
Payant
Ville - / Tel :
Antécédents
Meédicaux :

Chirurgicaux :

Familiaux :

Habitudes toxiques -

Examen Clinique

Examen général :
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T°: FC: FR: TA:
Taille : Poids : IMC :

= Examen local :
0 Ancienneté :
0 Localisation :
o Etendue de la lésion (cm) :

o Profondeur / Epaisseur (cm) :

= |ndication :

Paraclinigue
= Biologie :
= Bactériologie :
= Autres :

T T T

Zone donneuse :

e

Ty W

= Site de prélévement : I

* Quantité de graisse prélevée :

Techniques de liposuccion utilisés :

e Canule d’infiltration: Calibre:
e Solution d’infiltration: Klein: Autro O
e Canule de liposuccion: Calibre:

e Pression negative:
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Centre de médecine régénérative :

a) Pré-analytique :

= Heure : du prélevement ...

= Préléevement conforme : Oui O

, de réception..

Non O

Fiche remplie :
Etiqueté :
Boite stérile :

= (CSMAs : Quantité prélevée ... mL
Nombre de seringues : ...

Hématique : oui O non O

= PRP : oui

non O

b) Manipulation :
= Volume finale :

* Association au PRP : oui O non O

c) Contréle de qualité :

= NFS:GB

PQ
PNN

O

= CMF : Nombre total de cellules viables

= Phénotype :

CD
105+

CD90+

CD73+

CD105+/CD73+

CD105+/CD90+

CD90+/CD73+

% cellules

Count/mL
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d) Récupération :
= Heure:

= Condition de transport :

Injection des CSMAs et Suivi :
= Site d’injection :

JO (1ere séance) :

=  Imois:

=  3mois:
=  6mois :

Evolution :
Mauvaise Aucune Bonne Excellente
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