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Introduction
Introduction

La cicatrisation cutanée est un processus dynamique complexe et bien orchestré qui consiste
en un chevauchement de phénomeénes biochimiques et physiologiques, notamment I'hémostase,
I’inflammation, la prolifération et le remodelage tissulaire. Le processus est conduit par des
interactions intercellulaires entre les facteurs de croissance (GF) et les cytokines, qui sont sécrétées
au site de la plaie par les cellules inflammatoires et d'autres cellules stromales en réponse a une

Iésion tissulaire (Jee et al., 2019).

De nombreuses etudes sur le potentiel des produits naturels aux propriétés anti-
inflammatoire, antioxydante, antibactérienne et pro-collagéne en tant qu'agents cicatrisants ont été
réalisées. Leurs propriétés médicinales peuvent étre apportées par la teneur en constituants
phytochimiques bioactifs tels que les alcaloides, les huiles essentielles, les tanins, les saponines, les
composés phénoliques et les flavonoides dans les produits naturels (Ibrahim et al., 2018).

Les flavonoides appartiennent a un groupe de substances naturelles a structures phénoliques
variables et se trouvent dans les fruits, les légumes, les céréales, I'écorce, les racines, les tiges et les
fleurs de certaines plantes. Ces produits naturels étaient connus pour leurs effets bénéfiques sur la
santé bien avant que les flavonoides ne soient isolés en tant que composés efficaces (Nijveldt et al.,
2001).

L’objectif de ce travail bibliographique est d’essayer, d’étudier la physiologie de la
cicatrisation cutanée, les différentes interactions cellulaires et sa prise en charge thérapeutique.
Nous allons également a cet effet présenter un travail de recherche original mettant en évidence
I’effet de quelque flavonoides (glycitine et TMF) in vitro et in vivo sur la migration cellulaire des
fibroblastes et kératinocytes et le remodelage de la matrice extracellulaire intervenant dans le

processus de cicatrisation cutanée et ce sur les plans moléculaire et cellulaire.
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Chapitre I : Structure et histologie de la peau

I. Structure et histologie de la peau

En étant I’organe le plus gros de I’organisme; la peau est une membrane externe qui
recouvre entierement la surface du corps. C’est une barriére anatomique et physiologique entre le
milieu intérieur caractérisé par son homéostasie remarquable et le milieu extérieur particulierement
agressif. Chez I’adulte moyen sa superficie varie entre 1,2 et 2,2 m? et elle pése 7% de la masse
corporelle totale. La peau est constituée de trois couches superposées de la surface vers la
profondeur du corps : I'épiderme, le derme et I’hypoderme (figurel) (Boukeloua, 2016).

follicule de créte épidermique
cheveux (créte de rete)
épiderme Pap111?
« cutanée
région du clairon

du follicule pileux

derme —m
® e
hypoderme i / ®
adipocyte
récipients -
perforants lymphatiques

Figure 1 : Anatomie de la peau humaine (Moore et al., 2018).
I.1. Les constituants de la peau

I.1.1. Epiderme

L’épiderme est un épithélium de revétement, stratifié, pavimenteux, orthokératosique, non
vascularisé mais innervé. La couche la plus superficielle de I'épiderme contient de la kératine, qui
est aussi un constituant des cheveux et des ongles.

Il est constitué de quatre types cellulaires : les kératinocytes, d’origine ectoblastique, les
mélanocytes, provenant des crétes neurales, les cellules de Langerhans, issues de la moelle
hématopoietique, et les cellules de Merkel, dérivant des cellules souches de I’épiderme

embryonnaire (figure2) (Dréno, 2009).
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Figure 2 : Cellules de I’épiderme (UMVF, 2011)

I.1.1.1. Kératinocytes

Les kératinocytes représentent 80 % de I’ensemble des cellules. Ce sont eux qui en migrant,
donnent a 1’épiderme ses caractéristiques morphologiques : stratification en plusieurs couches et
cellules superficielles pavimenteuses et anucléés. Les kératinocytes, d’origine ectoblastique,
cellules principales de 1’épiderme assurent trois grandes fonctions, en rapport avec des structures

morphologiquement individualisables :

— la cohésion de I’épiderme en rapport avec le cytosquelette et les systemes de jonction des
kératinocytes entre eux.
— une fonction de barriere entre les milieux intérieurs et extérieurs en rapport avec la différenciation
terminale des kératinocytes en cornéocytes.
— la protection contre les radiations lumineuses en rapport avec les mélanosomes de stade IV qu’ils
ont phagocytés (Dréno, 2009).
I.1.1.2. Mélanocytes

Les mélanocytes sont des cellules dérivées de la créte neurale, qui migrent a travers I'embryon
en développement vers des endroits spécifiques du corps feetal, principalement vers la peau et
follicules pileux. Dans I'épiderme, ils sont confinés principalement a la couche basale, ou ils entrent
en contact avec les kératinocytes par des extensions cytoplasmiques (dendrites). Les mélanocytes
contiennent des mélanosomes, organites «liées au lysosome» spécifiques aux tissus caractéristiques
des cellules pigmentaires dans lesquelles se trouvent des molécules de mélanine synthétisé et stocké
(Gilaberte et al., 2016).
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1.1.1.3. Cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans cutanées (LC) sont des cellules présentatrices d'antigene capables
d'exprimer des molécules du CMH de classe | et de classe Il sur la membrane plasmique. Cette
activité moléculaire a été revue pour combiner les connaissances de la présentation des peptides par
les molécules du CMH et du HLA de classe | et de classe Il pour amorcer respectivement les
cellules T cytotoxiques CD®* (CTL) et les cellules T auxiliaires CD** ( Becker, 1995).
1.1.1.4. Cellules de Merkel

Les cellules de Merkel sont des cellules post-mitotiques dispersées dans I'épiderme des
vertébreés. Ils sont particulierement intéressants en raison des liens étroits qu'ils développent avec les
terminaisons nerveuses sensorielles et du nombre des peptides qu'ils peuvent sécréter (Boulais,
2007).
I.1.1.5. Organisation des couches épidermiques

L’épiderme est organisé en quatre a cing couches : ces couches cellulaires sont de
I’intérieur a I’extérieur : la couche basale ; la couche épineuse ; la couche granuleuse ; le

stratum lucidum et la couche cornée (figure 3) (Démarchez, 2015).

—
—_— _ _—_——_ e—
couche cornée «( e ornéodesmosome
—r———cn
couche grain
granuleuse de kératohyaline

desmosomes

couche spineuse

couche basale émidesmosome

membrane basale S —
cellule cellule mélanocyte
de Merkel de Langerhans

Figure 3 : Représentation schématique d’une coupe transversale de 1’épiderme humain
(Démarchez, 2015).
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I.1.2. Le Derme

Le derme se situe entre I'épiderme et le tissu sous-cutané et est responsable de la variation
régionale de I'épaisseur de la peau. C'est composé principalement de collagéne, mais contient
également élastine, vaisseaux sanguins, nerfs et glandes sudoripares. Le type de cellule dermique
primaire est le fibroblaste, et il produit du collagene, de I'élastine et d'autres protéines. Le derme est
ensuite divisé en papillaire et le derme réticulaire. Le derme papillaire est situé sous la jonction
dermo-épidermique et contient un mélange lache de fibrocyte, collagéne et vaisseaux sanguins. En
dessous se trouve le derme réticulaire beaucoup plus épais. Il contient moins de fibrocytes mais une

collection plus dense de collagéne (Losquadro, 2017).

I.1.2.1. Population cellulaire du derme

Les cellules présentent dans le derme sont regroupées en deux groupes : le premier est
représenté par les fibroblastes ; le deuxiéme groupe est composé de cellules migratrices d’origine
hématopoiétique (Cherif, 2016).
I.1.2.1.1. Fibroblastes

Les fibroblastes dermiques sont des cellules mésenchymateuses situées entre I'épiderme cutané
et le tissu sous-cutané. lls sont principalement responsables de la synthése du collagéne et des
glycosaminoglycanes; composants de la matrice extracellulaire soutenant Il'intégrité structurelle de
la peau. Les fibroblastes dermiques jouent un réle central dans la cicatrisation cutanée et la

réparation cutanée (Thangapazham et al., 2014).
1.1.2.1.2. Myofibroblastes

Les fibroblastes peuvent se transformer en myofibroblastes, riches en a-actine du muscle lisse
et en myosine, ayant a ce moment-la la double caractéristique des cellules synthétisant la matrice
extracellulaire et de cellules contractiles. Ils ne s’entourent pas d’une lame basale, a la différence
des cellules myoépithéliales. lls sont surtout observés lors des processus de cicatrisation (Prost-

squarcioni et al., 2008).

1.1.2.1.3. Cellules migratrices
Elles sont d’origine hématopoiétique tels que : macrophages, mastocytes et leucocytes. Ces
cellules sont impliquées dans les mécanismes de défense et de réponse immunitaire, mais également

dans la cicatrisation grace aux nombreuses substances qu’elles libérent (Cherif, 2016).
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1.1.2.2. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire dermique assure un réle essentiel dans la cohésion cutanée. Dans la
peau adulte, il comprend le réseau de collagene comme constituant majeur qui correspond a 70 a
80% du poids sec de la peau, leréseau des fibres élastiques, les protéoglycanes,
les glycosaminoglycanes (GAG) et I'eau (Haydont et al., 2019).

I.1.3. L’hypoderme

C’est la couche la plus profonde de la peau, elle constitue la graisse plus ou moins épaisse
selon les individus, elle est contenue dans des lobules séparés les uns des autres par des fibres
identiques a celles du derme, ces fibres assure a la fois la nutrition et la tenue de 1’hypoderme
(Dréno, 2008).
I.1.4. Les annexes cutanées

Les annexes cutanées regroupent des glandes cutanées et des phanéres. Les glandes cutanées
sont les glandes sudoripares eccrines, les glandes sudoripares apocrines et les glandes sébacées. Les

phaneéres regroupent les poils (cheveux) et les ongles (figure 4) (Dréno, 2008).

_EPIDERME

GLANDE
SEBACEE
ZA Gt ANDE
e SUDORIPARE
ECCRINE

- FOLLICULE
PILEUX

GLANDE
SUDORIPARE
APOCRINE

Figure 4 : Follicule pileux et glandes annexes (Crickx, 2005).
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I.2. Les fonctions de la peau

Les fonctions de la peau sont multiples, souvent méconnues. Toute altération de la peau
retentit sur une ou plusieurs fonctions. Leur connaissance est donc indispensable avant tout geste
esthétique (Dréno, 2008).
Parmi les fonctions physiologiques de la peau on peut citer :

e Protection : Le pigment de mélanine et les enzymes anti oxydantes sont positionnés a
I'épiderme pour protéger la peau contre les radiations. Le réticulaire épais le derme est une
barriere aux blessures et aux traumatismes ainsi qu'un coussin pour les structures (Norris,
2012). La peau offre une barriere protectrice contre les microbes, les toxines, les rayons
ultraviolets et I'abrasion / ulcération (Falanga, 2020).

e Réponse immunologique : La peau est le bras le plus externe de la réponse immunitaire et
est concu pour se défendre contre I'infection, les cellules transformées et toxines au moyen
de la réponse immunitaire locale innée et acquise hautement développée (Norris, 2012).

e Barriére a la perte d'eau : La peau fournit une barriére physique contre I'environnement
extérieur et contribue a réduire la perte d'eau grace a la couche cornée imperméable a I'eau
(Lai-Cheong & McGrath, 2017).

e Sécrétion des déchets : Les glandes sudoripares eccrines et apocrines transportent les
déchets et fournissent également I'excrétion des substances odoriférantes.

e Sensation : La peau est le plus grand organe sensoriel. La peau et les muqueuses sont les
principaux sites de sensation agréable et aussi des sites de sensations désagréables.

e Régulation de la température corporelle (Gilaberte et al., 2016).

e Stockage des graisses, de 1’eau et de la vitamine D (Gilaberte et al., 2016).

1.3. Matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) comprend diverses molécules structurales impliquées dans le
support structurel, y compris la signalisation cellulaire. Ces molécules sont classées en protéines,
protéoglycanes ou leurs composants comme I'élastine, les collagénes, I'nyaluronane et les protéines
non collagenes avec une fraction glucidique (Figure 5). La dynamique MEC joue un réle central
dans la différenciation cellulaire, les niches de cellules souches, le réarrangement, I'angiogenése, la
ramification, la réparation des plaies, le remodelage osseux ainsi que le remodelage des tissus. La
matrice extracellulaire joue un réle important au cours de la cicatrisation en contrdlant les activités
des diverses populations cellulaires (kératinocytes, fibroblastes, cellules endothéliales, leucocytes
...) (Ahmad, 2020).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S181808761931520X#fig0001
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Figure 5 : Principaux composants de la matrice extracellulaire et leurs interactions les uns avec les
autres et avec la membrane cellulaire (Xue & Jackson, 2015).
1.3.1. Les composants de la matrice extracellulaire
I.3.1.1. Les fibres de collagéne
Les fibres de collagene sont le principal composant de la MEC. lls se composent de
trois chaines alpha, qui forment une triple hélice en forme de corde, fournissant une résistance a la
traction a la MEC. Les principales fibres de collagéne sont les types I, Il, 111 (fibrillaire) et 1V, V, VI
(non fibrillaire ou amorphe) (Oliveira et al., 2019).
1.3.1.2. Elastine
Les fibres élastiques jouent également un réle structurel important au sein du derme. Les fibres
élastiques sont composées de microfibrilles d'élastine et de fibrilline. Contrairement au collagéne, la
configuration biochimique de I'élastine permet le glissement, I'étirement et le recul des fibres. Le
derme réticulaire comprend des fibres élastiques épaisses (Brown& Krishnamurthy, 2018).
1.3.1.3. Protéoglycanes
Les protéoglycanes et les glycosaminoglycane sont les protéines qui entourent ou sont
copolymérisées / déposées autour d'autres protéines MEC ; telles que, le collagéne et I'élastine
(Matsukura et al., 2008). Les protéoglycanes sont constitués d'un domaine protéique central lié de
maniere covalente aux glycosaminoglycanes (GAGs). Ces GAG forment répétitions linéaires
longues, chargées négativement d'unités disaccharidiques, et fournissent protéoglycanes avec leur

capacité unique a lier I'eau (Muncie & Weaver, 2018).
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1.3.1.4. Les glycoprotéines

Les glycoprotéines sont similaires aux protéoglycanes en ce qu'elles sont constituées de unités
peptide et groupes glucidiques lies par covalence. Les glycoprotéines servent de molécules
connecteurs dans la MEC car ils contiennent des groupes fonctionnels qui reconnaissent et lient
d'autres molécules MEC. La fibronectine et la laminine sont deux glycoprotéines prédominantes
importantes trouvées dans le stroma MEC (Muncie & Weaver, 2018).

1.3.2. Le rble de la matrice extracellulaire dans la cicatrisation

La matrice extracellulaire dirige la réparation en régulant le comportement de la grande variété
de type des cellules qui sont mobilisées dans la zone endommagée afin de reconstruire le
tissu. L'inflammation aigué, la réépithélialisation et la contraction dépendent toutes des interactions
cellule — matrice extracellulaire et contribuent a minimiser l'infection et a favoriser une fermeture
rapide de la plaie. L'interaction cellulaire avec les composants MEC est soumise a une régulation
des médiateurs biochimiques, de nombreuses cytokines et des facteurs de croissance, tels que les
dérivés de I'acide arachidonique (prostaglandines et leucotriénes), les interleukines, les interférons,
le TNF-a, PDGF, FGF, TGF ou EGF. Les composants de la MEC créent des «échafaudages»
(matrice temporaire, tissu de granulation, cicatrice), indispensables au processus de réparation,
fournissant ainsi une structure permettant le maintien de I'intégrité de la matrice a chaque étape du
processus de guérison. Le role de la MEC est lié a action de plusieurs facteurs du processus de
cicatrisation, car les composes mentionnés remplissent également une fonction de transduction du
signal dans cette séquence dynamique et interactive de réactions biologiques. Les composants MEC
servent également de réservoir et de modulateur de l'action des cytokines et des facteurs de
croissance, régulant ainsi l'activité de réparation des plaies. Le sulfate de dermatane améliore
I'adhésion des leucocytes endothéliaux par la stimulation de I'ICAM-1 ou du facteur de croissance
des fibroblastes ainsi qu'il participe a l'interaction avec le facteur de croissance des hépatocytes /
facteur de dispersion, I'héparine cofacteur I, le facteur plaquettaire 4, la fibronectine ou l'inhibiteur
de la protéine C. Le sulfate de chondroitine est capable d'induire la prolifération cellulaire médiée
par le FGF-2, de contrbler I'adhésion cellulaire et de stimuler la propagation et la migration
cellulaire en activant I'adhésion focale du facteur de croissance. Le sulfate d'héparane / héparine
participe a la régulation de I'angiogenése, de la croissance cellulaire, de la migration et de la
différenciation. L'acide hyaluronique détermine I'hydratation des tissus, fonctionne comme une
molécule de signalisation, interagit avec les récepteurs de surface cellulaire et stimule la
prolifération cellulaire, la migration, la différenciation et I'expression des genes (Olczyk et al.,

2014). Les glycoprotéines jouent un role pivot dans l'alignement correct des composants fibreux et
9
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élastiques de la peau et contrélent la biodisponibilité de plusieurs facteurs de croissance dans les
cellules environnantes de la MEC pour stimuler la renouvellement et réparation de la peau (Pang et
al., 2019).

1.3.3. Déstabilisation de la matrice extracellulaire

La MEC représente un environnement en constante évolution avec des macromolécules dont
I'expression est régulée par deux forces opposées: La synthése et le dépdt d'une part, et la
dégradation protéolytique d'autre part. Il existe de nombreuses familles d'enzymes protéolytiques
impliquées dans la dissolution de la MEC. Les plus importantes d'entre elles sont les
métalloprotéinases matricielles (MMP), une famille croissante de 24 endopeptidases zinc-
dépendantes classées selon la structure du domaine en collagénases , gélatinases , stromelysines ,
matrilysines, type membranaire et autres. Elles représentent des enzymes clés impliquées dans le
remodelage tissulaire et ont été impliqués dans divers processus normaux et pathologiques. Toutes
les MMPs sont regulées par un large spectre de molécules, telles que les facteurs de croissance, les
cytokines et les inhibiteurs tissulaires des métalloprotéinases (TIMP). Les MMPs sont produites
par des cellules tissulaires impliquées dans la cicatrisation. Par ex : les neutrophiles, les fibroblastes,
les cellules endothéliales et épithéliales. Elles sont également produites par les cellules
immunitaires dans le cadre du processus inflammatoire ou de la réponse aux infections (Batzios et
al., 2013).
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Tableau 1 : Les principales MMPs impliquées dans le processus de cicatrisation des plaies (Lazaro
et al., 2016).

Type des MMPs | Sous —groupe Dénominations

des MMPs
Gélatinases Gelatinases MMP-2 : Gélatinase-A
solubles MMP-9 : Gélatinase-B
MMP Collagénases MMP-1 : collagénase-1, collagenase interstitielle
archétypales MMP-8 : collagénase-2, collagénase neutrophile

MMP-13 : collagénase-3
Métalloélastase | MMP-12

Stromelysines MMP-3 : Stromélysine-1
MMP-10 : Stromélysine-2
MMP-11: Stromélysine-3

Matrilysines Matrilysines MMP-7:Matrilysine
MMP-26 : Matrilysine-2

MMP- métalloprotéinase matricielle
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Chapitre Il : La cicatrisation des plaies cutanée

11 .1. Définition des plaies cutanées

Toute rupture dans la continuité de la peau s'appelle une plaie. Elle a été définie comme «une
perturbation des structures et fonctions anatomiques normales». Dans la pathologie de tous les
jours, les plaies restent un probléme clinique difficile, les complications précoces et tardives
présentant une cause fréquente de morbidité et de mortalité (Chhabra et al., 2017), les plaies
peuvent étre classées selon 1’origine, la nature Iésionnelle, les propriétés physico-chimiques, les

propriétés bactériologiques et le stade histologique et clinique (Le Bronec, 2005).
11.2. Physiopathologie de la cicatrisation des plaies

La cicatrisation des plaies cutanées est un processus évolutivement conservé, hautement
coordonné et regulé dans l'espace et dans le temps. Elle survient au cours des phases séquentielles
mais qui se chevauchent d'hémostase, d'inflammation, de prolifération et de remodelage. Les
phases de la cicatrisation cutanée sont exécutées par une action coordonnée de plusieurs types des
cellules, notamment les kératinocytes, les fibroblastes et les cellules immunitaires, endothéliales et

progenitrices (Hamdan et al., 2017).
11.2.1. Les facteurs influencant la cicatrisation

Plusieurs facteurs peuvent conduire a une cicatrisation altérée. En termes généraux, les facteurs
qui influencent la réparation peuvent étre classes en locaux et systémiques. Les facteurs locaux sont
ceux qui influencent directement les caractéristiques de la plaie elle-méme, tandis que les facteurs
systémiques sont la santé globale ou I'état pathologique de l'individu qui affectent sa capacité a
guérir (Tableau 2) (Guo & Dipietro, 2010).

Tableau 2 : Les facteurs influengant la cicatrisation (Guo & Dipietro, 2010).

Facteurs influencant la cicatrisation

Facteurs locaux Localisation, hydratation, vascularisation, degré de contamination,

présence de corps étrangers

Facteurs généraux | insuffisance rénale ou hépatique, troubles de la coagulation, hypoxie,
diabéte, déficits immunitaires, traitements tels que les corticoides par
voie systémique

Age, les hormones, stress
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11.2.2. Mode de la cicatrisation des plaies

I1.2.2.1. La cicatrisation par premiére intention
C’est le mode de cicatrisation le plus simple et le plus rapide : il consiste a suturer la plaie,

éventuellement apres un parage (Ferrag, 2007).
11.2.2.2. Guérison par intention secondaire

Lorsqu'il y a une perte plus importante des cellules ou des plaies de surface qui créent de gros
défauts, le processus de réparation est plus compliqué. Le tissu de granulation se développe a partir
des marges pour terminer la réparation. Ces blessures guérissent avec une vilaine cicatrice. C'est ce

qu'on appelle la guérison par intention secondaire (Chhabra et al., 2017).

11.2.2.3. Guérison par intention tertiaire

La cicatrisation tertiaire (troisieme intention) est un retard de cicatrisation primaire aprés 4 a 6
jours. Cela se produit lorsque le processus d'intention secondaire est intentionnellement interrompu
et que la plaie est fermée mécaniquement. Cela se produit généralement apres la formation du tissu
de granulation (Chhabra et al., 2017).

11.2.3. Description des processus de la cicatrisation normale

La cicatrisation des plaies est un processus compliqué qui consiste en quatre phases
consécutives mais chevauchantes : 1’hémostase, 1’inflammation, la prolifération et le remodelage
tissulaire (figure 6) (Nodin et al., 2018).
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Figure 6 : Phases de cicatrisation cutanée représentant les cellules et molécules responsables de la
reconstitution d’une barriére saine (Hamdan et al., 2017).

11.2.3.1. L’hémostase

L’hémostase est initiée immédiatement aprés la création de la plaie et est réalisée par la
vasoconstriction, 1’agrégation plaquettaire et la formation de caillots (Nodin et al., 2018). Ce caillot
permet a la fois de stopper localement I’hémorragie et de combler rapidement et temporairement la
perte de tissu (Girard & Desmouliére, 2018), a travers la cascade de la coagulation. Le caillot
sanguin et le tissu environnant libérent des cytokines inflammatoires et des facteurs de croissance,
favorisant la migration des cellules inflammatoires vers le site de la plaie (Nodin et al., 2018).
11.2.3.2. L’inflammation

Apres la breve période de vasoconstriction, des substances vasodilatatrices et des molécules
chimiotactiques attirent vers le lit de la plaie des cellules inflammatoires, notamment les
neutrophiles (leucocytes polynucléaires [LPN]) et les macrophages, dont la fonction principale est

d’amorcer la phagocytose pour détruire les bactéries, les corps étrangers et les débris cellulaires.
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Les LPN sont ensuite expulsés de la plaie, en méme temps que 1’escarre, ou phagocytés par
les macrophages. Ces derniers, en plus de produire des facteurs chimiotactiques qui recrutent
d’autres cellules inflammatoires, libérent des facteurs de croissance qui attirent les fibroblastes et
les cellules endothéliales vers le lit de la plaie. ls sont essentiels & la coordination de la formation
du tissu de granulation. Les macrophages joueraient un réle de premier plan dans la transition de la
phase inflammatoire a la phase proliférative du processus de réparation tissulaire. L’inflammation
commence, en général, dés 1’agression initiale et dure jusqu’au quatrieme jour de la cicatrisation,
environ. Les signes cardinaux de I’inflammation aigué sont bien connus : chaleur, rougeur, cedéme
et douleur. La perte de fonction constitue un autre signe de cette phase (Moulin, 2001).
11.2.3.3. La prolifération

La prolifération implique trois processus bien observables : la granulation, la contraction et la
réépithélialisation.
11.2.3.3.1. La granulation

Au cours de la granulation, qui chevauche et suit la phase inflammatoire, on observe la
prolifération et la migration vers le lit de la plaie des cellules qui interviendront dans le reste du
processus de réparation, dont la durée peut étre de 8 a 14 jours, voire 21 jours, selon la taille de la
plaie. L’ensemble de cette population cellulaire dense constitue le tissu de granulation. Son aspect
granulaire ressemble a une jeune framboise est attribuable aux bourgeons des néocapillaires.

Le tissu de granulation est composé, entre autres, de macrophages, de fibroblastes et de
cellules endothéliales imbriqués dans une matrice lache composée de collagéne, de fibrine, de
fibronectine et d’acide hyaluronique. Les macrophages, on 1I’a dit plus haut, libérent constamment
des facteurs chimiotactiques et des facteurs de croissance. Les fibroblastes construisent, quant a
eux, la nouvelle matrice cellulaire nécessaire a la croissance des cellules au fond de la plaie. Cet «
échafaudage » favorise la migration cellulaire.

Enfin, les cellules endothéliales déclenchent la formation de bourgeons vasculaires qui
constitueront de nouveaux capillaires, ce qui permettra de rétablir la perfusion et d’assurer I’apport
en oxygene et en nutriments essentiels a 1’activité métabolique des cellules dans la plaie. Le
mécanisme de formation de néocapillaires pour alimenter le nouveau tissu de granulation est appelé
angiogenése (Moulin, 2001).
11.2.3.3.2. Contraction

La contraction de la plaie contribue a rapprocher les berges et est étroitement lié a la formation
du tissu de granulation. Cette contraction est due a la transformation de certains fibroblastes en

myofibroblastes capables de se contracter (Hinda, 2017).
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Une contraction visible de la plaie est évidente 5 a 9 jours aprés la blessure. Une invasion
fibroblastique importante dans la plaie est nécessaire pour le commencement du phénomene de la
contraction. Le phénomeéne de contraction de la plaie est attribué a une interaction complexe de
cellules, la matrice extracellulaire et des médiateurs y compris. La contraction continue a progresser
et ne s’arréte que lorsque les marges opposées de la plaie se rencontrent. Si le tissu de granulation
ne présente pas une qualité satisfaisante ou si la tension de la peau environnante atteint ou excede la
force de contraction; cette phase peut se prolonger et dure plusieurs semaines (Hinda, 2017).
11.2.3.3.3. La réépithélialisation

La réépithélialisation est le renouvellement des cellules de I’épiderme formant un épithélium

pavimenteux stratifié, organisé et kératinisé, qui rétablit les propriétés protectrices de la peau. Ce
mécanisme débute quelques heures apres la lésion et se poursuit pendant la phase proliférative,
grace a la migration des kératinocytes intactes a partir du bord libre de la couche épidermique de la
plaie ou des annexes cutanées, par exemple les follicules pileux.
Une fois les Iévres de la plaie réunies, les cellules de 1’épiderme reprennent leur morphologie et leur
fonction originale. Les cellules épithéliales, d’aspect argenté, entourent le périmétre du tissu de
granulation. Lorsque la Iésion n’est pas trés profonde, on peut voir des « ilots » de cellules
épithéliales dans le lit de la plaie. lls résultent de la migration vers le haut des kératinocytes a partir
des follicules pileux intacts. La réépithélialisation se termine par la migration des cellules des levres
de la plaie vers I’intérieur de la plaie, a la maniére d’une fermeture éclair (Moulin, 2001).

11.2.3.4. Processus de maturation (remodelage)

La phase de maturation constitue la derniére phase du processus de cicatrisation conduisant a
la formation de la cicatrice finale (Girard & Desmouliére, 2018), apres la réparation de toutes les
couches cutanées, la cicatrice continue d’étre remodelée pour augmenter sa résistance et ses qualités
au cours du processus de maturation. Ce dernier est dominé par le remodelage du tissu conjonctif
néoformé associ¢ a des modifications touchant I’épiderme et les annexes épidermiques avec

restauration de la vascularisation et de I’innervation (Abdeldjelil, 2016).

11.2.3.4.1. Remodelage du tissu conjonctif cicatriciel

Au cours de la phase de fibrogénes, 1’augmentation de la quantité de collageéne s’accompagne
d’une régression des glycoprotéines, des mucopolysaccharides et du nombre de fibroblaste Vers la
fin de cette phase, la synthése fibroblastique de collagéne s’équilibre avec la collagénolyse et la
néo-vascularisation régresse. Le tissu de granulation évolue d’un tissu jeune a prédominance
vasculaire et cellulaire vers un tissu de granulation mature peu vascularise, fibreux, plus résistant, et

ressemblant de plus en plus au tissu conjonctif physiologique. La composition et I’organisation du
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tissu cicatriciel est modifiée, on assiste a une diminution progressive de la quantité de collagene de
type 111 au profit du collagene de type I, majoritaire dans une peau saine. On assiste également a une
collagénolyse des fibres orientées inefficacement, associée au dép6t de nouvelles fibres agencées de
facon optimale par rapport, a une meilleure résistance cutanée (Abdeldjelil, 2016).
11.2.3.4.2. Maturation de I’épiderme

L’épiderme subit un remaniement qui consiste en un épaississement qui aboutira a la
restauration de toutes les couches épidermiques. Le nouvel épiderme subit par la suite une
kératinisation progressive permettant un recouvrement fonctionnel de la peau. Une fois
1’épithélialisation achevée, une invagination du nouvel épithélium dans le tissu sous-jacent permet
une reconstitution limitée des follicules pileux et des glandes sébacées associées. La cicatrice est
généralement dépigmentée, cependant, une repigmentation partielle et tardive peut parfois survenir
par migration centripete de mélanocytes. Cependant on note une absence de la repigmentation des
poils, et de la régénération des glandes sudoripares (Abdeldjelil, 2016).

11.2.3.4.3. Restauration de la vascularisation et de ’innervation

A la fin de la phase fibroblastique, on assiste a une régression de la riche vascularisation
composant le tissu de granulation. Le nouveau réseau vasculaire redevient proche de celui d’une
peau saine; cependant, il reste moins développé car la cicatrice est beaucoup plus fibreuse que la
peau normale. La reconstitution du réseau lymphatique s’effectue beaucoup plus tardivement que la
vascularisation sanguine. Concernant la restauration de I’innervation, lorsqu’elle a lieu, elle est
généralement tres tardive et trés lente. Ceci explique la faible sensibilité des grandes cicatrices par

rapport a la peau normale (Abdeldjelil, 2016).
11.2.4. Intervention des MMPs dans la cicatrisation

Les métalloprotéinases matricielles (MMPs) jouent un réle important dans la cicatrisation des
plaies, et leur dérégulation entraine une inflammation prolongée et un retard de cicatrisation, le
tableau 3 ci-dessous présente quelques exemples des MMPs avec leurs réles dans le processus de

cicatrisation des plaies (Nguyen et al., 2016).
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Tableau 3 : Roles des MMPs dans la cicatrisation (Nguyen et al., 2016).

MMP Roéles dans la guérison des plaies

MMP-1 (collagénase-1) Favorise la migration des kératinocytes humains sur le
collagéne fibrillaire
Exprimé par les kératinocytes a leur bord de membrane arriere

lors de la cicatrisation des plaies

MMP-2 (gélatinase A) Exprimé par les fibroblastes et les cellules endothéliales dans
les plaies aigués des souris et humaines
Accélere la migration cellulaire

Migration des kératinocytes

MMP-3 (stromélysine-1) Exprimé par les kératinocytes basaux dans les plaies humaines

aigués et chroniques

MMP-7 (matrilysine) Nécessaire pour la réépithélialisation des plaies
MMP-8 (collagénase-2) Favorise la cicatrisation cutanée des plaies diabétiques
MMP-9 (gélatinase B) Favoriser la migration des kératinocytes

MMP-13 (collagnase-3)
MMP-14 (MT1-MMP)

MMP-10 (stromélysine-2) La surexpression des kératinocytes entrainant une cicatrisation

normale de la plaie

11.2.5. Altérations pathologiques du phénomeéne de cicatrisation

Les cicatrices pathologiques peuvent étre un retard du processus (plaies chroniques), une
altération (cicatrices rétractiles) ou un exces de celui-ci : (botryomycome, chéloides) (Senet et al.,
2007).

11.2.5.1. Cicatrisation excessive

Les cicatrisations excessives surviennent aprés des interventions chirurgicales, des
traumatismes, des brdlures ou de simples réactions inflammatoires notamment pour les chéloides
dites « spontanées ». Les chéloides présentent une activité fibroblastique excessive, entrainant une

production importante de fibres de collagéne anormalement épaissies et hyalinisees (Cherif, 2016).
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11.2.5.2. La cicatrisation rétractile

Les rétractions excessives sont souvent le résultat d’une plaie mal orientée par rapport aux
lignes de tractions physiologiques de la région. Elles surviennent fréquemment aprés des bralures
profondes (Senet et al., 2007).
11.2.5.3. Retards a la cicatrisation

Les etiologies des retards a la cicatrisation sont nombreuses. Certains facteurs locaux
(L’ischémie...) ou généraux (le tabagisme...) pouvant entrainer un retard de cicatrisation (Senet et
al., 2007).

11.2.6. Thérapeutique de la cicatrisation

11.2.6.1. Traitement classique

Les traitements des plaies ont pour but de favoriser la cicatrisation ou d’éliminer les facteurs
qui inhibent la cicatrisation. Les traitements pourront non seulement assurer une évolution optimale
de la cicatrisation mais aussi tenter de I’améliorer de fagon quantitative et qualitative. Le traitement
des plaies a constamment évolué, la découverte de I’implication des germes en 1860 par Pasteur a
révolutionné les méthodes thérapeutiques avec I’application de [’asepsie. Actuellement, des
pansements modernes sont appliqués avec succés et des techniques chirurgicales élaborées

permettent de refermer la majorité des plaies (Dahmani, 2019).

11.2.6.2. innovation thérapeutique

L’¢lectroporation irréversible (IRE) est une nouvelle thérapie qui utilise des impulsions
¢lectriques d’une microseconde pour traité plusieurs pathologies.
La nouvelle méthode est fondée sur I’exposition de la peau affectée a des champs électriques a
haute tension a impulsions trés courtes (Dahmani, 2019).
Un traitement par électroporation irréversible partielle utilisant 200 impulsions de 250 V et 70 ps de
durée, délivrée a 3 Hz tous les 20 jours au cours d'un total de cing séances de thérapie apreés la
brdlure initiale, a entrainé une réduction de 57,9% de la zone de cicatrice par rapport aux non traités
(Dahmani, 2019).
11.2.6.3. Plantes medicinales cicatrisantes

Les résultats expérimentaux (in vivo et in vitro) sur ’application d'extraits végétaux et de leurs
composés actifs (le tableaud) pour le traitement des plaies a renouvelé I'attention des scientifiques
pour I’importance des plantes médicinales notamment dans le domaine de la médecine régénératrice
(Dahmani, 2019).
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Tableau 4 : Quelques plantes médicinales cicatrisantes.

Genres et espéces Types d’étude effet Références
invitro ou
in vivo
Artemisia herba-alba in vivo acceélere la (Merkantia, 2017)

cicatrisation

Artemisia in vivo accélére la (Benkhaled et al.,
absinthiumprésente(Les cicatrisation 2020)

parties aériennes en

fleurs)
Acacia nilotica(gousse) in vivo accélére la (Darré et al,. 2014)
cicatrisation de la
plaie de brdlure
Kalanchoe crenata in vivo accélérer la (Ernest et al., 2019)
(feuilles) cicatrisation.
Telephium imperati(L) in vivo La réduction de la | (Nejjari et al., 2019)
La plante zone de la plaie
Pistacia Lentiscus L in vivo accélérer la (Khedir et al,. 2017)
(fruits) cicatrisation.

11.2.6.4. Les pommades et les cremes dermatologiques cicatrisantes
Des crémes dermatologiques permettent d’assurer un processus de cicatrisation optimale, pour
minimiser les traces laissées sur la peau, éviter 1’inflammation, les douleurs; parmi ces cremes on
cite :
- Cicaderma pour accélérer la cicatrisation cutanée et ouvre de nouvelles voies pour des
traitements sequentiels pour améliorer la cicatrisation (Morin et al., 2012).
- Cicatryl un medicament ayant une activité cicatrisante, il stimule le processus de
régénération de la peau (Beroual et al., 2017).
- Madécassol est un médicament cicatrisant, il est capable de réduire les réactions aigués aux

rayonnements par son activité anti-inflammatoire (Chen et al., 1999).
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11.2.6.5. Traitement par des composées naturelles (flavonoides)

Les flavonoides sont une classe de composes comprenant plus de 4000
phénylbenzopyrones, qui sont largement produits dans les plantes comestibles. 1l a été rapporté
que ceux-ci ont diverses activités pharmacologiques, y compris des propriétés antioxydantes,
anti-inflammatoires, anticancéreuses et cicatrisantes. Parmi les flavonoides qui ont des
propriétés de guérison des plaies: procyanidines, quercétine( Agyare et al.,2016)et les

isoflavones de soja (glycitine) (Seo et al., 2017).
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Les flavonoides sont un groupe des composés polyphénoliques, de structure et de
caractéristiques chimiques diverses, trouvés omniprésent dans les plantes. Par conséquent, les
flavonoides font partie de I'alimentation humaine. Plus de 4 000 flavonoides différents ont eté
identifiés dans les principales classes de flavonoides qui comprennent les flavonols, les flavones, les
flavanones, les catéchines, les anthocyanidines, isoflavones, dihydroflavonols et chalcones (Cook,
1996 ; Peterson & Dwyer, 1998). Ces diverses substances se rencontrent a la fois sous forme libre
ou sous forme de glycosides. On les trouve, d’une manicre trés générale, dans toutes les plantes
vasculaires, ou ils peuvent étre localisés dans divers organes : racines, tiges, bois, feuilles, fleurs et

fruits, et aussi dans les Iégumes, les céréales, I'écorce (Middleton, 1998).

I11.1. Structure chimique et classification
I11.1.1. Définition

Les flavonoides sont les composés polyphénoliques les plus abondants contenus dans les
végétaux. Leur structure comprend un squelette composé de deux cycles aromatiques (A et B)
porteurs de plusieurs fonctions phénol et réunis par une chaine de trois atomes de carbone, ces
derniers étant le plus souvent engagés dans un hétérocycle avec un atome d’oxygene. La présence
de plusieurs fonctions phénol confére a ces composes des propriétés antioxydantes ou oxydantes,
suivant la position des phénols et le milieu ou la réaction prend place (figure7) (Stoclet & Schini-
Kerth, 2011 ; Faggio et al., 2017).

Figure 7: Squelette de base des flavonoides (Faggio et al., 2017).
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111.1.2. La biosynthése

De nos jours, plus de 4000 flavonoides ont été identifiés. 1ls ont une origine biosynthétique
commune et par conséquent, possedent tous un méme squelette de base a quinze atomes de carbone,
constitué de deux unités aromatiques, deux cycles en C6 (A et B), reliés par une chaine en C3. La
voie en amont consiste en la formation du noyau (I'ion flavylium), le squelette de base de tous les
flavonoides, a partir de trois molécules de malonyl-CoA et I'une des 4-coumaroyl CoA. Le CHS et
la chalcone isomérase (CHI) sont les enzymes impliquées dans la condensation en deux étapes,
produisant une flavanone incolore nommée naringénine. L'oxydation de ce dernier composé par la
flavanone 3-hydroxylase (F3H) donne le dihydrokaempferol (dihydroflavonol incolore) qui peut
ensuite étre hydroxylé sur la position 3 " ou 5 ' du cycle B, par le flavonoide 3’-hydroxylase (F3'H)
ou flavonoide 3 ', 5'-hydroxylase (F3'5'H), produisant respectivement de la dihydroquercétine ou de
la dihydromyricétine. La naringénine peut également étre directement hydroxylée par F3'H ou
F3'5'H pour délivrer, respectivement, de I'ériodictyol et de la pentahydroxy-flavanone, qui sont a
nouveau hydroxylés en dihydroquercétine et dihydromyricétine. Les trois dihydroflavonols ainsi
synthétisés sont ensuite convertis en anthocyanidines (pigments colorés mais instables) par deux
réactions catalysées par la dihydroflavonol réductase (DFR) et le LDOX. Le DFR convertit la
dihydroquercétine, le dihydrokaempférol et la dihydromyricétine en leucocyanidine,
leucopelargonidin et leucodelphinidin (flavan-3,4- incolorecis- diols), respectivement. Par la suite,
LDOX catalyse I'oxydation de la leucocyanidine, de la leucopélargonidine et de la
leucodélphinidine en cyanidine (anthocyanidine rouge-magenta), pelargonidine (anthocyanidine
orange) et delphinidine (anthocyanidine mauve pourpre-mauve), respectivement. Toutes les
couleurs mentionnées ci-dessus se réferent a une condition environnementale spécifique, c'est -a-
dire lorsque les anthocyanidines sont dans un compartiment acide. La derniére étape commune
pour la production de composés colorés et stables (anthocyanes) implique la glycosylation de la
cyanidine, de la pélargonidine et de la delphinidine par I'enzyme UDP-glucose : flavonoide 3- O-
glucosyl transférase (UFGT). Enfin, seuls le cyanidin-3-glucoside et le delphinidin-3-glucoside
peuvent étre méthylés davantage par des méthyltransférases (MT), pour étre convertis en peonidine-
3-glucoside et pétunidine ou malvidine-3-glucoside, respectivement (Figure8) (Petrussa et al.,
2013).
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Figure 8: Schéma de la voie de biosynthése des flavonoides (Petrussa et al., 2013).

111.1.3. Classification des flavonoides

Les flavonoides peuvent étre subdivises en différents sous-groupes en fonction du carbone du
cycle C sur lequel le cycle B est fixé et du degré d'insaturation et d'oxydation du cycle C. Les
flavonoides dans lesquels le cycle B est lié en position 3 du cycle C sont appelés isoflavones. Ceux
dans lesquels I'anneau B est lié en position 4 sont appelés néoflavonoides, tandis que ceux dans
lesquels I'anneau B est lié en position 2 peuvent étre subdivisés en plusieurs sous-groupes sur la
base des caractéristiques structurelles de I'anneau C. Ces sous-groupes sont les suivants : flavones,
flavonols, flavanones, flavanonols, flavanols ou catéchines, anthocyanes et chalcones (figure9)
(Panche et al., 2016).
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Figure 9: La structure chimique de base des différentes classes de flavonoides
(Shukla et al., 2019).

111.1.3.1. Flavones et flavonols

Les flavonols sont des flavonoides avec un groupe cétone. Ce sont des éléments constitutifs des
proanthocyanines. Les flavonols les plus étudiés sont le kaempférol, la quercétine, la myricétine et
la fisétine. Par rapport aux flavones, les flavonols ont un groupe hydroxyle dans position 3 du cycle
C, qui peut également étre glycosylé. Les flavones sont l'un des sous-groupes importants de
flavonoides. La lutéoline, l'apigénine et la tangeritine appartiennent a cette sous-classe de
flavonoides. Ils ont une double liaison entre les positions 2 et 3 et un cétone en position 4 de
I'anneau C (Panche et al,. 2016).

111.1.3.2. Flavanones et hydroflavonols

Les flavanones et les dihydroflavonols sont caractérisés par I'absence de la double liaison C2-
C3 et par la présence de centres d'asymétrie. Les variations structurales sont de méme nature que
celles décrites pour les flavones et les flavonols. Les dihydroflavonols se distinguent des flavanones
par I’ hydroxylation de la position C-3 (Benguerba, 2008).
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111.1.3.3. Flavan-3-ols, flavan-3,4-diols et anthocyanidols

A la différence des flavonoides décrits au-dessus, ces trois groupes de molécules sont toujours
hydroxylés en position 3 et se caractérisent par I'absence du groupe carbonyle en C-4. Les flavan-3-
ols et les flavan-3,4-diols sont a l'origine des polymeres flavaniques appelés proanthocyanidols ou
tanins condensés. Les anthocyanosides sont caractérisés par I'engagement de I'hydroxyle en position
3 dans une liaison hetérosidique (Benguerba, 2008).
111.1.3.4. Les chalcones et les aurones

Les chalcones et les aurones sont des produits naturels qui appartiennent a la famille des
flavonoides et possedent une variété d'activités pharmacologiques et biologiques. Chalcones et,
dans une moindre mesure, aurones, sont des échafaudages chimiques particulierement polyvalents,
donc un grand nombre d'analogues synthétiques ont été préparé et étudié pour leur activité
inhibitrice de la tyrosinase. Les chalcones sont une classe importante de produits naturels et sont
considérés comme les précurseurs des flavonoides et des isoflavonoides. Chimiquement, les
chalcones sont le 1,3-diaryl-2-propene-1- ceux dans lesquels deux cycles aromatiques ou
aromatiques substitués les cycles sont réunis par un systeme carbonyle insaturé a trois atomes de
carbone (Figure 10 et figure 11) (Kostopoulo & Detsi, 2018).

Figure 10: la structure chimique et numérotation de I'échafaudage chalcones
(Kostopoulou & Detsi, 2018).

Les aurones (2-benzylidéne benzofurane-3 (2H) -ones) sont composés naturels et sont des
isomeéres structuraux des flavones (Figure 11). Ils sont une classe des flavonoides appelés

anthochlore pigments et se produisent rarement dans la nature (Kostopoulou & Detsi, 2018).
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Figure 11: Structure chimique et numérotation de I'échafaudage aurone
(Kostopoulou & Detsi, 2018).

111.1.4. Les sources de certains flavonoides

Les flavonoides constituent le groupe le plus répandu de composés phénoliques végétaux,
présents pratiquement dans toutes les parties de la plante, en particulier les cellules végétales
photosynthétisant. Les flavonoides font partie intégrante de I'alimentation humaine et
animale. Certaines sources alimentaires contenant différentes classes de flavonoides sont indiquées
dans le tableau 5 (Kumar & Pandey, 2013). Le tableau 6 montre quelques exemples de sources

végétales contenant des flavonoides.

Tableau 5 : classification, structure et sources alimentaires de certains flavonoides alimentaires
(Kumar & Pandey, 2013).

Classe Flavonoide Sources alimentaires

Flavanol | (+) - catéchine Thé vert ; thé noir
(-) - épicatéchine
épigallocatéchine

Flavone Chrysine, apigénine, Peaux de fruits, vin rouge, sarrasin, poivron rouge et
rutine, lutéoline et peau de tomate
glucosides de lutéoline

Flavonol | Kaempferol, quercétine, Oignon, vin rouge, huile d'olive, baies et
myricétine et tamarixétine pamplemousse

Flavanone | Naringin, naringénine, Agrumes, pamplemousses, citrons
taxifoline et oranges
et hesperidine

Isoflavone | Genistin, daidzin Graine de soja

27




Chapitre III : Les Flavonoides

Tableau 6 : Classe de flavonoides, composés courants et leur source végétale (Peterson, 2015).

Sources végétales communes

Classe de flavonoides (composés) (familles botaniques)

Anthocyanidines Myrtilles (Ericaceae), vin rouge (Vitaceae),
(cyanidine, delphinidine, malvidine, fraises (Rosaceae). Habituellement présent
pélargonidine, peonidine, pétunidine) dans tout fruit ou légume rose a violet

Myrtilles (Ericaceae), ail et oignons
(Amaryllidaceae), chou frisé et brocoli
(Brassicaceae), épinards (Chenopodiaceae),
vin rouge (Vitaceae), thé (Theaceae)

Flavonols
(isorhamnetine, kaempférol, myricétine,
quercétine)

Céleri (Apiaceae), ail (Amaryllidaceae),
poivrons verts (Solanaceae), menthe poivrée
(Lamiaceae). Commun dans toutes les
plantes a feuilles, en particulier la famille du
persil (Apiacées)

Flavones
(apigénine, lutéoline)

Produits a base de soja, arachides, haricots
(Fabaceae). Présent dans les membres de la
famille des légumineuses (Fabaceae), en
particulier le genre Glycine (soja), mais
aussi en petites quantités dans d'autres
plantes

Isoflavones
(daidzéine, génistéine, glycitéine,
biochanine A, coumestrol, formononétine)

111.1.5. Activité biologique des flavonoides

Les flavonoides sont des composés nutraceutiques bien reconnus pour leurs diverses
bioactivités, notamment : des activités anti-inflammatoires, antioxydantes, anti-allergiques,
anticarcinogénes et antivirales (Fernandez-Rojas & Gutiérrez-Venegas, 2018).
111.1.5.1. Activité anti-inflammatoire

Les composés phenoliques sont des inhibiteurs enzymatiques et ont le pouvoir d’inhiber
plusieurs enzymes tel que la télomérase, Glutamate déshydrogénase, cyclooxygenase, lipoxygénase,
xanthine oxidase, Métalloprotéinases matricielles. La quercétine peut inhiber la cycle-oxygénase, la
lipooxygénase et I’activité xanthine oxydase. Les flavonoides apigenine, kaempférol, naringénine

et rutine inhibent également la lipooxygénase (Ghedira, 2005).
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111.1.5.2. Activité antiplaquettaire

Les flavonoides inhibent l'adhésion plaquettaire, agrégation et sécrétion. Une activité de
stimulation du collagene observée pour certains flavonoides pourrait étre bénéfique en cas de retard
de plaies cutanées. En inhibant les MMPs, les flavonoides pourraient augmenter le taux et la
quantité de collagéne synthétise par les fibroblastes nécessaires a la formation d'une nouvelle plaie
matrice, accélérant ainsi le processus de guerison (Faggio, 2017).
111.1.5.3. Propriétés antiallergiques

Les flavonoides sont également connus pour leurs effets antiallergiques. lls agissent par
inhibition des enzymes qui favorisent la libération d’histamine a partir des mastocytes et des
basophiles : ’AMPc phosphodiestérase et la Ca™ ATPase. En outre, la quercétine exerce un
puissant effet inhibiteur de la libération d’histamine a partir des mastocytes. (Ghedira, 2005).
111.1.5.4. Propriétés antibactériennes et antivirales

Les flavonoides atténuent le pouvoir infectieux ou affectent la réplication intracellulaire
d’autres virus tels que le virus respiratoire syncytial (VRS), I’herpes simplex virus (HSV) et les
adénovirus. (Ghedira, 2005).
I11.1.5.5. Activité anticancéreuse

Les facteurs alimentaires jouent un r6le important dans la prévention des cancers. Les fruits et
légumes contenant des flavonoides ont été signalés comme agents chimiopréventifs du cancer. La
consommation d'oignons et / ou de pommes, deux sources majeures du flavonol quercétine, est
inversement associée a l'incidence du cancer de la prostate, du poumon, de I'estomac et du sein
(Kumar & Pandey, 2013).
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Chapitre IV : Exploration de 'effet des flavonoides sur le remodelage de la MEC et la migration
cellulaire

V. Données bibliographiques sur ’effet cicatrisant des flavonoides

La cicatrisation cutanée est un processus complexe qui comprend quatre phases : I’hémostase,
I’inflammation, la prolifération et le remodelage. Pendant la phase de prolifération, divers types de
cellules migrent vers le site de la plaie. Les kératinocytes, le type le plus répandu de cellules dans
I'épiderme, et les fibroblastes, le type cellulaire prédominant dans le derme, ont un réle important
dans le processus de réparation de la peau aprés une blessure, et leurs interactions sont essentielles
pour ce processus (Hamdan et al., 2017).

La présente recherche bibliographique est consacrée a I’étude de I’effet pharmacologique de
nouveaux traitements cicatrisants cutanes, elle a recourt a des recherches scientifiques impliquant

des mécanismes cellulaires et moléculaires du processus de cicatrisation cutanée.

Ces travaux peuvent étre réalisés a plusieurs niveaux in vivo et in vitro. Notre choix s’est porté sur
un travail de recherche expérimentale mettant en évidence ’effet des flavonoides tels que la TMF et
la glycitine sur le processus de cicatrisation cutanée. Ce travail s’intéresse a vérifier par des tests de
migration cellulaire bidimensionnelle (Scratch Test) et tridimensionnel (Chambre de Boyden
modifiee). Ainsi que I’implication des marqueurs moléculaires intervenant directement dans le
remodelage de la matrice extracellulaire tels que le collagene et les MMPs. Le tableau 7 résume

quelques expériences réalisées sur des modeles de la cicatrisation.
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cellulaire

Tableau 7 : Effet de quelques flavonoides sur le remodelage de la matrice extracellulaire au cour de
processus de cicatrisation cutané (Nguyen et al., 2016).

Types
d’étude . .
Tests oo Types cellulaires et | Traitements . £4
Z)TJ vitro modéles animaux (flavonoides) Effets observés Références
in vivo
. . . Améliore la (Kant et al
Modle de In vivo rats - Wistar - males Quercétine cicatrisation des i
plaie adultes . 2017)
plaies
Modele de la Kaempferol, | requction (Ambiga et al.,
plaie Invivo | Wistar male Kaenjpferol significative de la 2007)
d'excision 3-0-a-D  —| z0ne de la plaie
glucoside
Modele de les souris accélére la
plaie In vivo cicatrisation des
excisionnelle C57BL /6 plaies cutanées
. (Yeh et al,
Artocarpine améliore la
ARTO N 2017)
Tests de kél’atlnocytes ( ) pl’-Ollfe-ratIOI’l et Ia
cicatrisation | InVitro | hymains migration des
(scratch test) fibroblastes et
fibroblastes humains kératinocytes
humains
kératinocytes la mvricétine stimuler la
Testscratch | In vitro | 1UMain normal | , OyB migration des (Moghadam et
(NHEK, fibroblaste . cellules NHEK et | al., 2017)
rhamnoside

normal (NHDF)

NHDF

IVV.1. Exploration invitro de la cicatrisation cutanée par les flavonoides

Les tests cellulaires les plus connus pour mettre en évidence 1’effet de nouveaux traitements

sur certaines étapes de la cicatrisation telle que la prolifération des cellules fibroblastes et

kératinocytes, sont principalement des tests de migration

tels que le scratch test (migration

bidimensionnelle) et chambre de Boyden modifiée (migration 3D).
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IV.1.1. Mise en évidence de la migration cellulaire par le Scratch test

Les tests de Scratch ont été utilisés dans de multiples phénomeénes physiologiques pour évaluer
la migration et la prolifération cellulaires dans différentes conditions expérimentales (Cormier et al.,
2015). Les types cellulaires utilisé sont : les fibroblastes dermiques humains primaires et la lignée

cellulaire de kératinocytes humains (HaCaT) (Seo et al., 2017).

Les tests de grattage, sont une méthode expérimentale courante utilisée pour étudier la
propagation collective des cellules. Les cellules sont cultivées a confluence sur une plaque de
culture, apres cela un espace artificiel est créé dans la monocouche avec un instrument a pointe fine.
Des images microscopiques du front cellulaire, se déplacant dans la zone libérée, sont capturées sur
environ 12 a 24 h ou plus. Les tests de migration cellulaire sont souvent utilisés pour évaluer
I'impact des composés chimiques sur la migration et la prolifération cellulaires (Johnston et al.,
2014).

Pour déterminer I'effet du traitement avec un mélange de glycitine et de TMF sur les
kératinocytes et les fibroblastes, les cellules de kératinocytes HaCaT ont été ensemencées dans des
plagues & 48 puits a une densité de 3 x 10 * cellules par puits pendant 24 h. Une rayure a été faite
sur la monocouche en tirant une pointe de pipette stérile a travers le puits, et le milieu de culture a
été complété avec du DMSO, glycitine: TMF = 1:1 (10 p M : 10 p M), glycitine: TMF = 1:2 (6,7 p
M : 13,3 p M), glycitine: TMF = 2:1 (13,3 u M : 6,7 u M) ou milieux conditionnés a partir des
fibroblastes traités dans les mémes conditions. Au temps O et 24 h aprés le traitement, la fermeture
de la plaie a été capturée a un grossissement x 40 en utilisant un microscope Olympus IX70. La
distance a été mesurée a l'aide du logiciel Image J, et la différence entre la largeur initiale et finale

de la rayure a été calculée (la figure 12) (Seo et al., 2017).

La figure 12(a, b) représente I’effet du traitement avec un mélange de glycitine et de TMF sur
la migration des cellules fibroblastiques dermiques humaines. Les expériences sont menées en
utilisant le scratch test pour les deux types cellulaires, les micro- photographies des cellules (figure
12a) ainsi que I’histogramme de mesure des distances de la plaie (figure 12b) sont représentés dans

la figure en dessous.
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Figure 12(a,b) : Essai de cicatrisation des plaies par scratch test avec des fibroblastes dermiques
traitées pendent 24h a différentes concentrations de Glycitine-TMF et milieux conditionnants des
kératinocytes HaCaT. a : Microphotographies des cellules fibroblastes dermiques. b : distances de
migration mesurée a 1’aide du programme Image J. * : P <0,05 par rapport au contrdle, ** : P
<0,001 par rapport au contréle, G: glycitine, T: TMF. TMF, 4", 6,7-triméthoxyisoflavone (Seo et
al., 2017).

D’apres les résultats de la figure 12(a, b), le chercheur Seo et ses collaborateurs ont remarqué que la
migration des fibroblastes a été augmentée dans tous les groupes traités par G:T. La distance
migratoire des fibroblastes traités avec des milieux conditionnés a en fait diminué par rapport au
groupe témoin non traité. Cela suggére que le traitement avec la glycitine et le TMF induit la

cellule HaCaT a produire des facteurs qui inhibent la migration des fibroblastes (Seo et al., 2017).

IV.1.2. Mise en évidence de I’invasion par la Chambre de Boyden modifiée

Ce test, appelé aussi Transwell, repose sur la migration par chimiotactisme des cellules. Elles
sont ensemencées dans une chambre sur une membrane semi-perméable dont la porosité peut varier
de 3 a 12 um. La chambre est posée dans un puits qui contient du milieu avec le chimioattractant.
Les cellules migrent a travers la membrane et sont ensuite détectées par différentes methodes
(fluorescence, coloration au crystal violet, etc). La capacité migratoire des cellules peut ainsi étre
mesurée et quantifiée. De maniére a simuler le microenvironnement physiologique, les filtres
peuvent étre recouverts avec une proteine de la matrice extracellulaire comme la fibronectine ou le

collagene (Desroches-Castan, 2014).
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Les fibroblastes dermiques humains primaires et la lignée cellulaire des kératinocytes

humains(HaCaT) ont été utilisés dans ce test.

La méthode consiste en des essais de culture unique, des cellules HaCaT ou des fibroblastes (7x10 *
cellules par puits) ensemences dans l'insert d'invasion de 12 puits, et la partie inférieure a été rempli
avec des milieux de culture. Pour les tests de co-culture, un type de cellule a été ensemencé dans
I'insert, et I'autre type a été ensemence dans le bas du puits, en utilisant un nombre égal de chacun
(par exemple, des cellules HaCaT dans l'insert et des fibroblastes dans le bas et vice versa). La
membrane permet I'échange de milieux pendant I'incubation. Aprés 24 h, du milieu sans sérum a été
ajouté a l'insert pour permettre la chimiotaxie, et les cellules a la fois dans I'insert et dans le fond ont
été traitées avec le contr6le DMSO ou G:T = 1:1 pendant 48 h. Les cellules sur la face supérieure de
I'insert ont ensuite été retirées a l'aide d'un coton-tige, et les cellules sur la face inférieure de l'insert
ont été fixées avec 4% de formaldéhyde. Apres lavage avec du PBS, les cellules envahies ont été
colorées avec une solution de cristal violet a 1%, et les photographies ont été acquises a un
grossissement de x 4 en utilisant un microscope Olympus IX70. La capacité invasive a été mesurée

a l'aide du programme Image J (la figure 13) (Seo et al., 2017).

La figure 13 en dessous représente 1’effet de la glycitine et le TMF sur la capacité invasive des
fibroblastes dermiques primaires et des kératinocytes HaCaT. Les expériences sont menées en
utilisant la chambre de Boyden modifiée en simple ou co-culture indirecte des deux types
cellulaires, des schémas les représentants sont montrés dans la figure 13a et 13c. Les
microphotographies des inserts aprés fixation et coloration au cristal violet sont montrées dans les

figures 13 a et 13 c. Les figures 13b et 13d montrent le pourcentage d’invasion des cellules testées.
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Figure 13 : (a, b) test d’invasion Transwell avec des kératinocytes HaCaT ensemencés sur insert en
simple ou en co-culture indirecte avec des fibroblastes traités avec G:T = 1:1 (10uM) pendant
48h .(c, d) : Test Transwall avec des fibroblaste dermiques primaires ensemences sur insert en

simple ou en co-culture indirecte avec des Kératinocytes traitées avec G:T = 1:1 (10uM) pendant
48h .(b, d) : pourcentage de I’invasion cellulaire (* P <0,05 par rapport au contréle, **P <0,001 par
rapport au contréle, G: glycitine, T: TMF(Figure 13b et d, droite). (Seo et al., 2017).

D’apreés les résultats de la Figure (13b et d , diagramme de gauche), les chercheurs Seo et ses
collaborateurs ont montré que le traitement des cellules HaCaT et des fibroblastes individuellement
avec G:T=1:1 n'affectait pas de maniere significative l'invasion. Pour les fibroblastes et les
kératinocytes co-cultivés stimulés avec G:T=1:1 il y a une augmentation significative de I'invasion
par rapport aux témoins.

Dans la méme optique, pour la mise en évidence de I’effet de la glycitine et le TMF sur la capacité
invasive des fibroblastes dermiques primaires et des kératinocytes HaCaT, le chercheur Seo et ses
collaborateurs ont réalisé également la méme expeérience (chambre de boyden modifiée) pour la co-

culture directe des deux types cellulaires en insert.

D’aprés 1’observation des résultats obtenus, le traitement par un mélange de glycitine et de TMF

dans un systéme de co-culture directe des kératinocytes HaCaT et fibroblastes dermiques humains
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primaires, améliorait I'invasion des deux types des cellules, suggérant qu’il y ait une interaction

chimique entre les deux types cellulaires (Seo et al., 2017).
IV.2. Exploration in vivo de la cicatrisation cutanée par les flavonoides

Les modeles physiopathologiques animaux utilisés a ces fins de recherche sont nombreux, on
peut citer : le modele de plaie par excision et modele de brdlure. Ces tests utilisent des protocoles
¢tablis mettant en évidence I’efficacit¢ d’un nouveau traitement comparé a un traitement de

référence.

IV.2.1. Mise en évidence de la fermeture des plaies et le remodelage tissulaire par excision in

vivo

Les études expérimentales mettant en évidence I’effet des nouvelles thérapies sur la
cicatrisation cutanée sont nombreuses, les tests in vivo les plus explorés sont : le test de brilure et

de plaie par excision.

Pour vérifier davantage que le co-traitement avec la glycitine et le TMF peut favoriser la
cicatrisation des plaies, Seo et ses collaborateurs ont évalués les effets de ces composés dans un test
d' excision in vivo en utilisant des souris ICR males de six semaines ( n = 6 pour chaque groupe)
(Seo et al., 2017). Toutes les procédures ont été approuvées par le Comité de protection et
d'utilisation des animaux de I'Université nationale de Jeju (Corée). Avant de réaliser la blessure
cutanée (plaie), la fourrure a été enlevée avec une tondeuse électronique et une créme
dépilatoire. Les plaies cutanées ont ensuite été placées au milieu du dos a l'aide d'un instrument a
poincon de 5 mm. Les blessures des souris du groupe expérimental ont été traitées quotidiennement
avec 200 pl d'un mélange 1:1 de glycitine et de TMF (200 u M : 200 p M) dissous avec du butyléne
glycol pendant 14 jours. Madecassol (Dongkook pharmaceutique, Séoul, République de Corée) et
Fucidine (DongWha pharm, Séoul, République de Corée) ont été utilisés comme témoins positifs et
appliqués sur les sites de plaie a la méme concentration et pendant la méme durée. Les plaies ont été
visualisées tous les 2 jours, et le taux de fermeture de la plaie a été calculé en pourcentage relatif de
la zone d'origine de la plaie, en utilisant le programme image J (la figure 14). A 14 jours aprés la
blessure, le tissu cutané a été isoleé et fixé en utilisant une solution de formaldéhyde a 4%. Les tissus
inclus dans la paraffine ont été coupés en sections de 3 um et colorés a l'aide d’hématoxyline-éosine
et de trichrome de Masson afin de visualiser les dépdts de collagéne sous 1’effet des différents

traitements (la figure 15) (Seo et al., 2017).

36



Chapitre IV : Exploration de I'effet des flavonoides sur le remodelage de la MEC et la migration
cellulaire

Dans un modeéle de plaie excisionnelle, la cicatrisation se produit a partir des bords de la plaie. Ce
type de modele permet I'évaluation la plus large des mécanismes impliqués dans la cicatrisation des
plaies, y compris I'épithélialisation, la formation de tissu de granulation (GT), la formation de
cicatrices, la contraction et l'angiogénése. Les plaies sont facilement récoltées et peuvent étre

analysées par immunohistochimie et méthodes moléculaires (Galiano et al., 2004).

La figure 14 ci-dessous représente ’effet de co-traitement avec TMF et glycitine par rapport au
traitement par les deux pommades (Madecassol et Fucidine) sur la fermeture de la plaie. Les
expériences sont menées en utilisant le modele de plaie par excision in vivo. Des photographies ont
été prises tous les 2 jours (figure 14a) et les pourcentages de fermeture des plaies ont été mesurés a

I'aide du programme Image J (figure 14b).
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Figure 14 : (a, b) Fermeture de la plaie dans le modéle de plaie excisionnelle apres 2 semaines.
«Contrble» indique le butyléne glycol; * P <0,05 par rapport au Madécassol, # P <0,001 par
rapport a Fucidine (Seo et al., 2017).

D’apreés les résultats de la figure 14(a, b), le chercheur Seo et ses collaborateurs, ont remarqué que
la fermeture de la plaie pour des souris traitées avec G:T = 1:1 était plus rapide, par rapport aux
groupes Madecassol et Fucidine et comparés au contrdle. Ces données sont en cohérence avec les
résultats précédents, démontrant que ces composés sont plus efficaces lorsqu'ils sont utilisés dans
un rapport 1:1.

La figure 15(a, b) ci-apreés représente ’effet de co-traitement avec TMF et glycitine sur la synthése
du collagéne qui joue un réle important dans la phase de remodelage de la matrice extracellulaire au

cours du processus de cicatrisation cutanée. Les microphotographies des coupes de la peau des
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blessures sous les différents traitements sont montrées dans les figures 15 a, apres fixation et
coloration avec I'hématoxyline / éosine et du trichrome de Masson. L’histogramme représente la
quantification de la teneur en collagéne des tissus de la peau sous différents traitements realisés par
le programme Image J (figure 15 b).
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Figurel5:a: Microphotographies des coupes des blessures de la peau sous les différents
traitements. coloration avec de I’hématoxyline/éosine (H/E) et du trichrome de Masson (M/T), b :
la teneur en collagene a été mesurée 14 jours apres la blessure en utilisant le programme Image J
(Seo et al., 2017).

La coloration a I'nématoxyline / éosine a montré qu'un traitement combiné avec de la glycitine et du
TMF favorisait efficacement le développement d'appendices spécialisés dans le site de la plaie, y
compris les follicules pileux et les glandes sudoripares, qui présentaient des morphologies similaires
a celles d'une peau normale (figure 15a). Les résultats obtenus avec la coloration au trichrome de
Masson présentent un remodelage tissulaire plus efficace en présence du nouveau traitement
(Glycitine-TMF) comparés aux autres traitements et au contréle. La figure 15b démontre également
que le co-traitement par la glycitine et le TMF (G:T=1:1) favorise la synthése et la régénération du
collagene par rapport au traitement par les deux pommades de référence (Madecassol et Fucidine) et
au contrdle (Seo et al., 2017).

Le chercheur Seo et ses collaborateurs ont utilisé aussi un autre modele in vivo : le modele murin
de brdlure ; pour Vérifier davantage que le co-traitement avec la glycitine et le TMF favorise la
guérison des brllures cutanées, en explorant également la réduction du diametre de la brdlure a la
cicatrisation et I’augmentation de la synthése du collagene au niveau de la peau par coloration au
trichrome de Masson (Seo et al., 2017) représentant une amélioration de la régénération des

appendices et un pannicule entierement formé pour le groupe co-traité glycitine / TMF, en
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particulier. Par contre la glycitine n'a aucun effet sur la ré-épithélialisation et contribue a la synthese
du collagéne (Seo et al., 2017).

IV.3. Tests moléculaires d’exploration de I’effet de la glycitine sur la cicatrisation cutanée

Des tests au niveau moléculaires ont été réalisés afin d’explorer I’efficacité des traitements
aboutissant a résoudre une partie des mécanismes moléculaires impliqués dans le remodelage de la

matrice extracellulaire.

La présente recherche bibliographique résume des travaux mettant en évidence les expressions
géniques et/ou protéiques des principaux marqueurs du remodelage tissulaire a savoir les MMPs,
collagene et fibronectine. Pour cela plusieurs techniques moléculaires, biochimiques et
immunologiques sont utilisées : la Zymographie, le Western blot et la RT-PCR. Le tableau 8
résume quelques méthodes de profilage pour les MMPs.
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Tableau 8 : Méthodes de profilage pour les MMPs (Nguyen et al., 2016).

Méthode

Avantages

Limites

ARNmM et RT-PCR

Rapide, simple et peu

Ne mesure pas la quantité et l'activité des

colteux protéinases
Western blot et | Simple, sensible et | Nécessite des anticorps spécifiques et colteux
immunohistochimie specifique et ne fait pas la distinction entre les MMPs

zymogenes,
TIMP(les
métalloprotéinases)

actives et complexées par le

inhibiteurs tissulaires des

Zymographie de la

Matériaux bon

Incapable de faire la distinction entre les MMPs

gélatine marché, semi- actives et complexées par TIMP, faible
quantitatifs sensibilité
Zymographie in situ L'identification des Limité a la disponibilitt de substrats

MMPs peut étre fluorescents, mais pas quantitatifs, et difficile a
effectuee dans les distinguer entre les différentes MMP, faible
tissus sensibilité

Profilage enzymatique | Spécificité Nécessite une bibliotheque des sondes

basé sur l'activité

sélectives dirigées par MMPs

Résine d'affinité TAPI-2

Identifie les MMPs
actifs

Les matériaux de départ sont trés chers et
nécessitent la liaison par l'utilisateur du TAPI a

la résine

Résine d'affinité attachée
a un inhibiteur de MMPs

Identifie et quantifie

les MMPs actives

Nécessite la synthése d'un inhibiteur de MMPs

lié de maniére covalente a la résine

Les auteurs de ce travail de recherche in vitro, Kim et ses collaborateurs en 2015, mettent en

exergue la modulation par la glycitine de I’expression de certains marqueurs impliqués dans le

remodelage de la matrice extracellulaire tels que le collagene, fibronectine et les MMPs en utilisant

des techniques moléculaires et biochimiques sur les cellules fibroblastes dermiques primaires.

IVV.3.1. Expression de MMP par la technique du Western blot

Les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS (Phosphate Buffered Saline) et récoltées dans du
tampon RIPA (50mM Tris-HCI, pH 8,1; 150 mM de NaCl; 1% de NP-40; 0,5% le désoxycholate de
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sodium; 0,1% de dodécylsulfate de sodium [SDS; Sigma-Aldrich] et inhibiteur de protéase). La
concentration de protéines totales a été mesurée en utilisant le dosage de I'acide bicinchoninique
(Pierce, Rockford, IL, Etats-Unis). Les échantillons de protéines étaient séparés sur gels SDS-
polyacrylamide, transférés sur membranes PVDF (polyvinyldiene difluorure) (Millipore, Bedford,
MA, USA), 'immunodétection est réalisée avec des anticorps dirigés contre les différentes cibles
moléculaires investiguées : anti-collagene I, anti- collagéne Ill, anti-fibronectine, anti-actine, anti-
MMP-1 (Santa Cruz, CA, USA) puis marques avec les anticorps secondaires. Les signaux ont été
détectés a l'aide d'un substrat chimioluminescent amélioré (WEST-ZOL, iN- tRON Biotechnology
Inc., Séoul, Corée) (figures 16A et B) (Kim et al., 2015).

IVV.3.2. Expression génique des marqueurs du remodelage tissulaire par RT-PCR

Depuis son invention, la PCR est devenue la technique la plus utilisée pour la détection de
I’ADN et de ’ARN. A partir d’une simple copie d’une séquence particuliére d’acides nucléiques,
cette séquence peut étre spécifiquement amplifiée et détectée. Sa nature exponentielle rend cette
technique attrayante pour des analyses quantitatives. Le développement de la PCR quantitative en
temps réel a éliminé les variabilités traditionnelles associées a la PCR quantitative et permet la
quantification du produit de la PCR de fagon fiable et routiniére. Au début de la réaction PCR, les
réactifs sont en excés mais en concentration assez faible afin d’éviter que la renaturation des
amplicons n’entre en compétition avec I’hybridation des amorces (primers). L’amplification est
alors réalisée de fagon constante a un taux exponentiel a 1’aide d’'une ADN polymérase
thermostable. Aprés la phase exponentielle, la réaction d’amplification entre dans une phase linéaire
ou le taux d’amplification devient extrémement variable, méme au niveau de replica d’un méme
échantillon, a cause d’une compétition entre la renaturation des amplicons et I’hybridation des
amorces. Suit ensuite une phase plateau ou le taux d’amplification décroit & prés de zéro générant
trées peu d’amplicons. Afin de recueillir des données quantitatives avec précision, chacun des
échantillons doit étre analysé dans sa phase exponentielle d’amplification qui est la phase la plus
reproductible de la réaction de PCR. La PCR en temps réel fait donc le suivi de la fluorescence
émise pendant la réaction avec un indicateur de la production des amplicons durant chaque cycle
(Poitras & Houde, 2002).

Les chercheurs on procédé a I’extraction de 'ARN Total a partir des cellules traitées ou non
par le mélange Glycitine-TMF en utilisant le réactif TRIzol (Invitrogen) selon les instructions du
fabricant. La transcription inverse a été réalisée en utilisant le Systéeme de transcription inverse
(Promega, Madison, WI, ETATS-UNIS). Aprés réaction en chaine par polymérase, les copies

d’ADN ont été séparées par électrophoreése dans des gels d'agarose a 1% contenant solution de
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coloration d'acide nucléique a 0,002% (RedSafe, iINtRON Biotechnology Inc) (figures 16A, B et C)
(Kim et al., 2015).

1VV.3.3. Mesure de I’Activité enzymatique des MMPs par Zymographie gélatinolytique

La zymographie a la gélatine est une méthode simple mais puissante pour détecter les enzymes
protéolytiques capables de dégrader la gélatine de diverses sources biologiques. Il est
particulierement utile pour I'évaluation de deux membres clés de la famille des métalloprotéinases
matricielles, MMP-2 (gélatinase A) et MMP-9 (gélatinase B), en raison de leur puissante activité
de dégradation de la gélatine. Cette méthode basée sur I'électrophorese sur gel de polyacrylamide
peut fournir une évaluation fiable du type de gélatinase, de la quantité relative et de I'état
d'activation (latente, par rapport aux formes enzymatiques actives) dans les cellules, les tissus et
les fluides biologiques en culture. La méthode peut étre utilisée pour étudier les facteurs qui
régulent I'expression de la gélatinase et modulent l'activation du zymogéne dans des systemes
expérimentaux (Toth et al., 2012).

Les échantillons ont été chargés sur des gels dénaturants 10% de polyacrylamide contenant 1
mg / ml Gélatine. Aprés électrophorese, les gels ont été lavés avec 2,5% Triton X-100, incubé
pendant une nuit a 37 ° C dans tampon de zymographie, puis coloré avec Bleu brillant de
Coomassie. L'activité gélatinolytique a été visualisee comme zones claires (lyse) dans le gel
(figures 16 C) (Kim et al., 2015).

Résultats des tests moléculaires

Kim et ses collaborateurs ont aboutit aux résultats montrés ci-dessous dans la figure (16 A) ils
montrent I’expression des protéines par la technique de WB (a gauche) et des genes (& droite) de
collagéne 1 et Il ainsi que la fibronectine. Les figures (16 B) représentent également 1’expression
protéique (a gauche) et du gene (a droite) de la MMP-1. L’expression du géne de la MMP-2 (a
droite) et son activité gelatinolytique (a gauche) sont représentés dans la figure (16 C). Les
guantifications densitométriques sont représentées par les histogrammes en dessous des trois figures
(16A, B et C).
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Figure 16 : Des cellules de fibroblastes dermiques humains ont été incubées dans des plaques de
100 mm avec un milieu sans sérum contenant de la glycitine pendant 24 h. (A) analyse par Western
blot (image de gel de gauche) et RT-PCR (image de gel de droite) pour le collagéne de type I, le
collagéne de type Il et la fibronectine. (B) analyse par Western blot (image de gel de gauche) et
RT-PCR (image de gel de droite) pour les niveaux de MMP-1. (C) Zymographie ( image gel
gauche) et analyse par RT-PCR pour expres-sion de MMP-2 (image de gel de droite). Les données,
qui sont présentées dans les graphiques correspondants comme les moyensz écart-type d'au moins
trois réplicats, sont donnes par rapport a l'actine et a la GAPDH. * p <0,05, ** p <0,01 par rapport
au contréle. mTOR, mammifere cible de la rapamycine (Kim et al., 2015).

D’aprés ’observation des résultats de la figure 16, le chercheur Kim et ses collaborateurs ont
constaté que le traitement a la glycitine (20 uM pendant 24 h) induisait d’une part la synthése de
deux types de collagenes | et Il et de la fibronectine (figure 16A) et d’autre part inhibe la synthése
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de la collagénase (MMP-1) (figure 16B). L'augmentation de 1’expression du collagéne dans le
milieu résultait en partie d'une diminution de la production de collagénase. La production de
collagénase MMP-1 dans le milieu a diminué aprés 24h de traitement a la glycitine (Figure 16B).
Cependant, I’activité de la MMP-2 gélatinase a été augmentée avec un traitement a la glycitine
(Figure 16C) (Kim et al., 2015).

1VV.5. Discussion

Les isoflavones sont des composés phytoestrogenes que I'on trouve dans les légumineuses,
dans l'alimentation des animaux d'élevage, le soja (Glycine max), le trefle rouge (Trifolium
pratense) et le trefle blanc (Trifolium repens) et la luzerne (Medicago sativa). Ils sont d'importantes
sources d'isoflavones (Ktizova, 2019). Dans le soja, ceux-ci peuvent étre présents sous l'une des
trois formes aglycones, connues sous le nom de daizeine, génistéine et glycitéine, ou sous les

formes glycosidiques correspondantes, appelées respectivement daidzine, génistine et glycitine.

D’apres la littérature, le traitement avec l'isoflavone de soja, la glycitine, favorisait la prolifération
et la migration des fibroblastes mais n'avait aucun effet sur les kératinocytes. A l'inverse, un
traitement avec le dérivé d'amphiisoflavones, le TMF, a conduit a I’induction de la migration des
kératinocytes, mais pas des fibroblastes. Parce que la prolifération et la migration des kératinocytes
et des fibroblastes dermiques sont essentielles pour la réparation efficace des plaies cutanées. Les
chercheurs ont testé I'effet d'un traitement combiné glycitine-TMF sur ces types de cellules dans un
systéeme de co-culture et dans deux modéles murins pour mettre en évidence leur effet sur la

réparation cutanée (Seo et al., 2017).

Les kératinocytes et les fibroblastes dermiques interagissent étroitement les uns avec les autres et
nécessitent des interactions cellule-cellule pour produire un environnement cellulaire propice a la
cicatrisation des plaies. De maniere critique, il a été montré que la co-culture de kératinocytes en
présence de fibroblastes a des effets profonds sur la réorganisation et la différenciation épithéliales,
qui différent de ce qui est observé lorsque les kératinocytes sont cultivés seuls ou avec peu de
cellules fibroblastiques. Cette réorganisation de 1’épiderme semble étre médiée par un facteur
diffusible, ainsi que les interactions de la matrice cellulaire spécifique qui se produisent par
I’intermédiaire de la voie de l'intégrine. En tant que principal type cellulaire situé a coté de
I'épiderme, les fibroblastes synthétisent des composants de la MEC et sont également capables de
sécréter des facteurs pour moduler la prolifération, la migration et la différenciation d'autres
cellules, en particulier les kératinocytes (Seo et al., 2017).
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Dans la présente étude bibliographique, le chercheur Seo et ses collaborateurs ont constaté que
lorsque les kératinocytes et les fibroblastes sont cultivés de telle sorte qu'ils ne se contactent pas
mais partagent un milieu, la capacité invasive des fibroblastes augmentait remarquablement de dix
fois, alors que la migration n'était pas affectée (figures 12). Notamment, dans ces mémes
conditions, la prolifération, la migration et lI'invasion des kératinocytes étaient toutes élevées, par
rapport aux témoins (figures 13). Les myofibroblastes sont la forme activée des fibroblastes
dermiques et sont caractérisés par des caractéristiques mésenchymateuses. Ces cellules sécretent des
enzymes dégradant la MEC, appelées MMP, et présentent une viabilité et une invasion accrues.
D’aprés la figure 18, le traitement avec un mélange contenant un rapport 1:1 de glycitine et de TMF
peut favoriser l'activation et la différenciation des fibroblastes (Seo et al., 2017). Aussi dans une
autre étude, le chercheur Yeh et ses collaborateurs montre que le flavonoide artocarpine améliore
la cicatrisation des plaies cutanées grace a de multiples mécanismes. En particulier, I’amélioration

de la migration des fibroblastes et des kératinocytes (Yeh et al., 2017).

Les résultats observés par le chercheur Moghadam et ses collaborateurs utilisant un autre
flavonoide myricétine-3- O-B-rhamnoside (Moghadam et al.,, 2017) corroborent les résultats
obtenus par Seo et ses collaborateurs concernant la migration et la différenciation des cellules

fibroblastiques sous I’effet de la glycitine-TMF.

La cicatrisation des plaies est un processus complexe qui vise a restaurer l'intégrité des tissus.
Plusieurs types de cellules et de tissus, dont les kératinocytes, les fibroblastes, les vaisseaux
sanguins, les macrophages et les neutrophiles sont impliqués dans ce processus et communiquent
entre eux via des facteurs sécrétés circulants. La «bonne» cicatrisation de la plaie peut indiquer une
fermeture plus ou moins rapide de la plaie de cicatrices. Le co-traitement avec la glycitine et le
TMF favorise la diminution de la taille de la cicatrice dans le modéle de brilure altérée. Dans cette
étude, la glycitine et le TMF agissent en synergie pour favoriser la régénération épidermique et
I'activation dermique. Plus précisément, le traitement avec ces composés influence l'interaction
entre les kératinocytes et les fibroblastes pour favoriser la cicatrisation des plaies in vitro et in vivo.
En outre, un traitement a long terme aide a réduire la taille de la cicatrice apres une brllure en
dégradant les composants de la matrice, tels que le collagéne, dans un modeéle de brllure de souris.
Dans une autre étude precédente le chercheur Ambiga et ses collaborateurs montre le méme résultat
(amélioration significative de la cicatrisation des plaies) pour d’autres flavonoides Kaempferol et

Kaempferol 3-0-4&-D -—glucoside (Ambiga et al., 2007). Le chercheur Yeh et ses
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collaborateurs montrent que le flavonoide artocarpine améliore la cicatrisation des plaies cutanées

grace a de multiples mécanismes (Yeh et al., 2017).

De méme, Kant et ses collaborateurs sont confirmé les mémes observations en utilisant la
quercétine dont I'application topique a 0,1% a accéléré la fermeture de la plaie (Kant et al., 2017)
Park et ses collaborateurs ont observé que la cinétique guérison était beaucoup plus rapide avec le
kaempferol (Park et al., 2010).

Les métalloprotéinases sont des endopeptidases qui utilisent un ion Zn?* ou Ca?* dans leur site actif
(Gill & Parks, 2008). Les MMPs sont également impliquées dans I'homéostasie du vieillissement
cutané via le remodelage de la MEC. La MMP-1 est probablement I'enzyme responsable pour la
plupart des dommages au collagene dans la peau humaine. Il est également a I’origine de la
diminution maximale du procollageéne.

Le chercheur kim et ses collaborateurs ont constaté que le traitement a la glycitine stimule la
production du collagéne par les fibroblaste aussi que la réduction de la synthese des
métalloprotéinase matricielles (MMP-1) (Kim et al., 2015).

Les deux chercheures Lim et Kim ont conclu que le traitement par les flavonoides d'origine
naturelle quercétine, kaempférol, apigénine et wogonine inhibaient la synthese des MMP-1, ces
résultats sont conformes a ceux obtenu par Seo et ses collaborateurs (Lim & Kim, 2007).

D’aprés les résultats d’autres chercheurs Seo et Lee ont remarqué que le traitement par le
flavonoide  Skullcapflavone n'a pas affecté la sécrétion de collagene de type | mais a réduit la
sécrétion de MMP-1 de maniere dose et temporelle dépendante. Ce qui est confirmé par les travaux

de Kim et ses collaborateurs (Lee et al., 2019).

Les fibres de collagene sont le principal composant de la MEC. Les principales fibres de collagene
sont les types I, 11, 111 (fibrillaire) et 1V, V, VI (non fibrillaire ou amorphe) (Oliveira et al., 2019).
Les travaux de Kim et ses collaborateurs montrent que le traitement a la glycitine (20 uM pendant
24 h) induisait la synthése de deux types de collagenes I et 111 (figure 2A). Idem pour Nazaruk et
Galicka qui ont remarqué que le traitement par le flavonoide pédalitine augmentait la synthése des
deux types de collagéne I et 11l (Nazaruk & Galicka, 2014).

En conclusion, nos données suggérent que la glycitine et le TMF agissent ensemble sur les
kératinocytes et les fibroblastes pour induire la cicatrisation des plaies et la reduction des cicatrices.
Nous suggérons en outre que ces composes peuvent détenir un potentiel thérapeutique pour le

développement de traitements améliorés pour les Iésions cutanées.
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La peau est une membrane externe qui recouvre entierement la surface du corps. C’est une
barriere anatomique et physiologique entre le milieu intérieur caractérisé par son homéostasie
remarquable et le milieu extérieur particulierement agressif. Elle est la premiére défense du corps
humain contre les agressions extérieures (rayonnement solaire, produits chimiques, froid,
infections...) et elle est aussi un organe d’échange avec le milieu extérieur.

La cicatrisation cutanée est un phénoméne de réparation tissulaire qui met en jeu de nombreux
processus cellulaires et moléculaires qui sont habituellement décrits en quatre phases se
chevauchant partiellement : I’hémostase, 1’inflammation, la prolifération et le remodelage tissulaire.

L’évolution de la cicatrisation peut étre modifiée par diverses causes : maladies, nutrition,
radiations, produits chimiques (médicaments ou autres).

Nous avons vu qu’il existe aujourd’hui beaucoup de molécules réparatrices. Elles sont
utilisées dans de multiples préparations, essentiellement sous forme de creme ou pommade pour
minimiser les traces laissées sur la peau, éviter 1I’inflammation, les douleur ou bien sous forme des
extraits végetaux et de ses composés actifs pour le traitement des plaies parmi ces derniers nous
avons cité 1’exemple de deux isoflavones le TMF et la glycitine, ils agissent en synergie pour
favoriser la cicatrisation des plaies, accelérer la régénération de la peau et réduire la formation de
cicatrices apres une blessure.

Les tests in vitro de migration cellulaire et les modéles in vivo de cicatrisation prélevés de la
bibliographie ont permit de révéler 1’effet des flavonoides (glycitine et TMF) sur I’interaction entre
les différents types cellulaires (Kératinocytes et fibroblastes) intervenant dans le processus de
cicatrisation et d’en déterminer quelques mécanismes moléculaires impliqués dans une des phases
de la cicatrisation cutanée s’agissant du remodelage tissulaire par ’exploration de certains
marqueurs biochimiques. Les flavonoides pourraient potentiellement étre proposés collectivement
en tant que thérapeutique synergique bioactive pour le traitement des plaies cutanées.

Cette étude sur la cicatrisation par les flavonoides peut étre enrichie par des études ultérieures
sur le mécanisme d’action des flavonoides a différents niveaux du processus de cicatrisation
notamment sur le remodelage de la matrice extracellulaire par I’exploration de la modulation des

activités enzymatiques de MMP ainsi que la migration cellulaire.
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L’effet des flavonoides sur le remodelage de la matrice extracellulaire au cours de processus
de cicatrisation cutanée

Résumé
La peau est un organe dynamique et fondamental de 1’organisme puisqu’il s’agit d’une véritable barriere
physiologique entre les organes internes et I’environnement extérieur. Des altérations profondes de la peau
comme les lésions et les brllures doivent étre réparées le plus rapidement possible afin d’éviter toutes
complications. La cicatrisation est un processus de réparation et de régénération des tissus cutanés. La
présente recherche bibliographique est dédiée a la connaissance du processus de cicatrisation d’une part et
des nouvelles molécules naturelles utilisées dans la thérapeutique de cicatrisation. Pour cela un chapitre est
consacré la présentation de recherche expérimentale consacrée a la mise en évidence de I’effet de
flavonoides tels que la TMF et la glycitine sur le processus de cicatrisation cutanée par des tests in vitro de
migration cellulaire Scratch Test et Chambre de Boyden modifiée et in vivo par 1’élaboration de modéle de
plaie par excision. Ainsi que des tests moléculaires montrant la modulation des expressions des marqueurs
intervenant directement dans le remodelage de la matrice extracellulaire tels que le collagéne et les MMPs.

Mots clés : Peau, Plaie, Cicatrisation cutanée, flavonoide, remodelage.

Abstract

The skin is a dynamic and fundamental organ of the body since it is a true physiological barrier between
internal organs and the external environment. Deep skin changes such as lesions and burns must be repaired
as quickly as possible in order to avoid any complications. Scarring is a process of repair and regeneration of
skin tissue. This bibliographic research is dedicated to understanding the healing process and new natural
molecules used in healing therapy. For this purpose, a chapter is devoted to the presentation of experimental
research focused on the demonstration of the effect of flavonoids such as TMF and glycitin on the skin
healing process by in vitro tests of cell migration Scratch Test and Transwell and in vivo by the development
of an excisional wound model. As well as molecular tests showing the modulation of the expressions of the
markers involved directly in the remodeling of the extracellular matrix such as collagen and MMPs.
Keywords: Skin, Wound, Skin healing, flavonoid, remodeling.
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