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Contexte, enjeux et objectifs  

Les services de santé militaires occidentaux, notamment américains et français, très engagés 

ces deux dernières décennies dans des opérations extérieures, ont été confrontés à des 

problèmes d’isolement et d’éloignement en terrain hostile. La prise en charge des combattants 

blessés était d’autant plus compliquée et délicate au plan sanitaire que ceux-ci étaient victimes 

de blessures aiguës de plus en plus destructrices, notamment brûlures et plaies ouvertes 

hémorragiques. En effet, des armements et équipements de plus en plus sophistiqués et 

destructeurs ont été utilisés dans des zones de combat où le rapatriement rapide vers une 

première structure de soins de terrain était imprévisible et dangereux. Une étude américaine a 

mis en évidence le fait que les plaies sévères de brûlure comptaient pour environ 10% des cas 

de blessures de guerre, principalement dues à des explosions d’engins incendiaires ou des feux 

secondaires de combustibles, notamment lors d’opérations de « refueling » ou d’incendies de 

dépôts et rejets divers. Que la blessure intervienne dans un contexte guerrier ou civil, la sévérité 

en est déterminée par l’intensité de l’énergie, mécanique et/ou thermique, à laquelle le patient 

a été exposé ainsi que la durée de l’exposition et la surface corporelle touchée. Le combattant 

sévèrement blessé sur le champ de bataille, ou le civil victime d’un attentat, présente souvent 

des plaies aiguës multiples, avec d’importants dommages osseux et tissulaires causés par des 

explosions, des projectiles et des brûlures. La réponse inflammatoire induite par la blessure va 

dicter le processus de cicatrisation de la plaie cutanée et de la régénération tissulaire. À cet 

égard, la première phase d’évolution de la plaie est caractérisée par la colonisation rapide du 

tissu lésé par la flore microbienne résidente, ou par des contaminants exogènes porteurs de 

bactéries, souvent multi-résistantes aux antibiotiques, ce qui fait de l'infection une des 

principales causes de l'échec du processus de cicatrisation et de réparation tissulaire. De 

manière plus générale, l’infection d’une plaie est considérée comme responsable de la plupart 

des causes de complication post opératoire et reste un enjeu économique majeur. Si la prise en 

charge du blessé et son transfert vers une structure de soins adaptée est rapide en milieu civil, 

le combattant blessé en opération extérieure devra passer, dans des conditions parfois 

hasardeuses, par des structures sanitaires intermédiaires avant son évacuation vers des 

structures hospitalières, souvent éloignées, mieux équipées et adaptées à son état. Il est donc 
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nécessaire d’imaginer de nouveaux outils thérapeutiques facilitant dès le terrain une prise en 

charge rapide et efficace de la blessure. 

Depuis ces cinq dernières années émerge tout un champ de recherche, axé sur la mise au point 

et le développement de biomatériaux vecteurs d’agents thérapeutiques, comme alternative aux 

méthodes traditionnelles de reconstruction tissulaire et régénération de la peau, notamment les 

greffes. Ces biomatériaux incluent des gels, films, membranes, matrices fibreuses et micro ou 

nanoparticules faits de polymères naturels ou synthétiques, biodégradables et biocompatibles, 

susceptibles de permettre la délivrance contrôlée et séquentielle in situ de molécules 

thérapeutiques. Le but est de stimuler et/ou d’activer les réponses cellulaires et biochimiques 

au cœur du processus de régénération tissulaire. Parallèlement, la délivrance de molécules 

antiseptiques et antibiotiques par des biomatériaux, afin de diminuer le risque d’infections dans 

les brûlures profondes commence à être explorée. L’apport récent de la nanomédecine a ainsi 

permis de proposer de nouvelles approches technologiques basées sur l’utilisation de vecteurs 

particulaires biodégradables, incorporées dans ces biomatériaux.  

Mon travail de thèse s’inscrit dans un programme de recherche plus vaste (ANR-ASTRID / 

PaNaCée) dont le but est de concevoir à terme des « pansements biologiques » utilisables sur 

le terrain, notamment les théâtres d’opérations militaires, lorsque la gravité des plaies et 

l’éloignement des structures hospitalières classiques commandent l’intervention d’urgence, 

dans un contexte où l’on ne peut avoir recours aux méthodes classiques. 
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Etude bibliographique 

Introduction 

Après un rappel sur la structure et la fonction de la peau humaine, les lésions induites par les 

blessures et les phases de cicatrisation sont décrites, en mettant l’accent sur les plaies de brûlure. 

Nous décrivons ensuite divers modèles expérimentaux de plaies cutanées permettant l’étude de 

la cicatrisation in vivo sur animaux ou ex vivo sur explants cutanés. D’utilisation plus récente, 

des modèles in vitro de peau reconstruite, fondés sur des cultures cellulaires bi (2D) ou tri (3D)-

dimensionnelles, permettent d’étudier plus finement les mécanismes cellulaires impliqués dans 

le processus de cicatrisation et les éventuelles cibles thérapeutiques. Un troisième chapitre est 

consacré aux traitements thérapeutiques conventionnels actuels, principalement fondés sur 

l’utilisation de pansements ou de substituts cutanés, et aux traitements innovants en cours de 

développement fondés notamment sur l’utilisation de nanoparticules vectrices de molécules 

thérapeutiques.
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Chapitre I. La cicatrisation cutanée 

I. Structure et fonction de la peau humaine 

La peau est considérée comme l'organe du corps humain à la fois le plus étendu et le plus lourd, 

avec un pH acide variant de 4,5 à 5,5 et une épaisseur de 3 mm. Elle a plusieurs fonctions 

fondamentales permettant de maintenir l’homéostasie de l’organisme. La principale étant une 

fonction de « barrière » vis-à-vis des agressions extérieures comme les chocs, les 

microorganismes, les rayonnements ultra-violets (UV) et les agents toxiques [1] [2]. Elle assure 

aussi une fonction de thermorégulation [3], immunitaire [4], et de perception sensorielle [5] [6]. 

Elle est impliquée dans des réactions métaboliques telles que la synthèse hormonale de la 

vitamine D nécessaire à la minéralisation osseuse [7]. Cet organe multifonctionnel possède une 

structure complexe composée de 3 couches distinctes superposées : l’épiderme, tissu de 

protection le plus externe, le derme, tissu conjonctif de soutien et l’hypoderme, le tissu 

conjonctif de réserve plus profond [8] (Figure 1). Dans ces couches sont intriqués un important 

réseau vasculaire et des annexes cutanées (phanères : cheveux, poils et ongles) ainsi que des 

glandes (sudoripares permettant de sécréter la sueur et sébacées qui évacuent le sébum assurant 

une lubrification et le maintien du pH acide). 

 

Figure 1 : Coupe schématique de la structure de la peau humaine (adaptée de Pubmed Health). 
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a. L’épiderme 

L’épiderme est un épithélium squameux, pluristratifié et kératinisé qui mesure en moyenne 

100 μm d’épaisseur. Sa composition lui confère des propriétés de souplesse, de résistance et de 

semi-perméabilité. L’épiderme est dépourvu de vaisseaux sanguins et lymphatiques, il trouve 

ses nutriments dans le derme, cependant il renferme des terminaisons nerveuses libres [9]. Les 

kératinocytes constituent 90-95% de la population cellulaire de l’épiderme, auxquels s’ajoutent 

les mélanocytes (5-10%), les cellules de Langerhans et les cellules de Merkel (1%). L’épiderme 

est en renouvellement permanent en raison des phénomènes de migration et de différenciation 

des kératinocytes. Ces derniers trouvent leur origine au niveau de la couche la plus profonde de 

l’épiderme (couche basale), à proximité de la jonction dermo-épidermique et migrent vers la 

surface la plus externe de l’épiderme (couche cornée) en se différenciant. Ce processus de 

différenciation des kératinocytes est caractérisé par des modifications de morphologie et 

d’expressions de marqueurs. Ainsi, au cours de la différenciation des kératinocytes, différents 

hétérodimères de kératines vont être synthétisés. Les kératines K5 et K14 sont exprimées dans 

les kératinocytes indifférenciés de la couche basale puis disparaissent dans les couches 

supérieures alors que les kératines K1 et K10 sont produites dans les couches supra-basales et 

sont absentes de la couche basale (Figure 2) [10] [11]. 
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Figure 2 : Représentation schématique du processus de différenciation des kératinocytes en 
cornéocytes. Immunohistochimies de peau humaine (a-c), (a) expression des kératines 1/10 dans la 
couche spineuse de l’épiderme, (b) expression des kératines 5/6 dans la couche basale de l’épiderme, 
(c) expression de collagène de type IV dans la membrane basale de l’épiderme et dans les vaisseaux du 
derme (adaptée de Eckhart et al., 2013 et Debeer et al., 2013) [11] [12]. 

La couche basale est constituée d’une monocouche de kératinocytes qui expriment les kératines 

K5 et K14, de mélanocytes et de cellules de Merkel. Les mélanocytes vont produire des 

granules appelés mélanosomes chargés de mélanine. La mélanine est responsable de la 

pigmentation de la peau, des cheveux et des poils et sa fonction principale est de protéger la 

peau des rayonnements UV du soleil [13]. On trouve également des cellules de Merkel 

responsables de la sensation tactile fine [14]. Ces mécanorécepteurs sont associés à des 

terminaisons nerveuses sensorielles libres et renferment des vésicules contenant des 

neuropeptides et des médiateurs sécrétés lors d’une stimulation [15]. Les kératinocytes ont une 

forme cubique et sont attachés par des hémidesmosomes à une membrane basale acellulaire qui 

sépare l’épiderme du derme et forme la jonction dermo-épidermique. Les kératinocytes basaux 

se divisent, chacun donnant deux cellules filles. L’une d’entre elles reste sur place pour se 



Etude bibliographique : Chap I. La cicatrisation cutanée 

26 

 

diviser de nouveau tandis que l’autre peut suivre trois chemins différents : rester quiescente, 

entrer en apoptose pour mourir ou participer au processus de différenciation des kératinocytes 

des couches supra-basales de l’épiderme.  

La couche spineuse contient des kératinocytes qui ont une forme polygonale et volumineuse 

dans les couches profondes et une forme aplatie dans les couches les plus supérieures. Ils sont 

liés entre eux par des desmosomes qui donnent cet aspect « épineux » aux cellules. Ces 

jonctions desmosomiales confèrent à cette couche une grande solidité mécanique et une 

imperméabilité. Les kératinocytes ne se divisent plus et expriment des marqueurs de 

différenciation tels que les kératines K1 et K10. On trouve également des cellules de 

Langerhans impliquées dans le système immunitaire cutané [16]. Ces cellules dendritiques ont 

pour rôle d’internaliser les corps étrangers (virus, bactéries, allergènes) et de migrer vers les 

ganglions lymphatiques pour ensuite s’activer et présenter l’antigène phagocyté aux 

lymphocytes T.  

La couche granuleuse est composée de kératinocytes avec une morphologie aplatie et parallèle 

à la surface de la peau. Leur noyau commence à dégénérer et leur cytoplasme contient des 

grains de kératohyaline et des granules lamellaires (lipides). Les grains de kératohyaline 

interviennent dans la formation de la matrice cytoplasmique des cornéocytes [11]. Au niveau 

de la jonction entre la couche granuleuse et la couche cornée, au niveau du pôle apical des 

kératinocytes de la couche granuleuse, les corps lamellaires fusionnent avec la membrane 

plasmique induisant la libération des lipides dans l’espace intercellulaire [17]. Ces lipides 

forment un ciment qui lie les cornéocytes entre eux pour obtenir la fonction de barrière de 

l’épiderme.  

La couche cornée est la couche la plus externe, elle est constituée de kératinocytes différenciés 

appelés cornéocytes. Ces cellules de formes polyédriques sont très aplaties, complètement 

kératinisées et dépourvues de leurs noyaux et organites intracellulaires, elles sont dites mortes. 

Des cornéodesmosomes sont présents pour assurer une bonne cohésion entre les cornéocytes. 

Ces cornéocytes vont subir un processus de desquamation qui vise à éliminer ces cellules en 

rompant les liens inter-cornéocytaires, par l’action d’enzymes de la famille de la trypsine et de 

la chymotrypsine [18].  
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b. Le derme 

Le derme est un tissu conjonctif de soutien dont l’épaisseur moyenne est de 1 à 2 mm. Il est 

majoritairement composé de fibroblastes qui synthétisent les composants de la matrice 

extracellulaire (MEC) tels que les fibres de collagènes et d’élastine, les glycoprotéines et les 

protéoglycanes [19]. Les fibroblastes sont aussi responsables de la sécrétion de protéases et de 

métalloprotéases matricielles (matrix metalloproteinases, MMP) impliquées dans le 

remodelage de la MEC au cours du processus de cicatrisation [20] [21]. Les collagènes 

constituent 70% du derme, ils sont responsables de la souplesse et de la résistance aux tensions 

et à la traction de la peau. L’élastine est la protéine responsable de l’élasticité du tissu permettant 

à la peau de s’étirer et de revenir en place après déformation. De nombreux vaisseaux sanguins 

et lymphatiques irriguent le derme, lui assurant une fonction de nutrition et de thermorégulation 

de la peau. Un système de défense mobile composé de cellules immunitaires telles que les 

leucocytes, les mastocytes, les macrophages, assure la défense contre l’intrusion d’éléments 

allogènes dans le derme. Ce dernier est organisé en deux couches qui se distinguent par la 

différence de composition et d’organisation de la MEC : le derme papillaire, superficiel et le 

derme réticulaire, profond (Figure 3). 

 

Figure 3 : Coupe histologique de peau humaine avec coloration hématoxyline-éosine HE (gauche) et 
élastine- verhoeff's van gieson (droite), X 140 [22]. 
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Le derme papillaire est situé sous l’épiderme, au niveau des papilles dermiques qui 

s’imbriquent entre les crêtes épidermiques. Il est constitué d’un tissu conjonctif lâche composé 

de fibres de collagène de type I et III et d’élastine, orientées perpendiculairement à la surface 

de la peau. Au niveau des papilles dermiques, des capillaires sanguins issus du plexus vasculaire 

sous-papillaire permettent d’apporter les nutriments nécessaires à l’épiderme. Le derme 

héberge des terminaisons nerveuses libres dont certaines peuvent s’associer à des cellules de 

Merkel et des terminaisons nerveuses encapsulées spécialisées, telles que les corpuscules de 

Meissner (pour le toucher). Le derme réticulaire constitue la partie la plus profonde du derme. 

Il est constitué d’un tissu conjonctif plus dense avec des fibres de collagènes et des fibres 

élastiques (telles que l’élastine) orientées parallèlement à la surface de la peau. Il est caractérisé 

par une quantité plus faible de collagène de type III que le derme papillaire. De plus, on retrouve 

un plexus vasculaire permettant d’apporter les nutriments et les cellules du système immunitaire 

à l’épiderme. La racine des follicules pileux, les glandes de la peau (sudoripares et sébacées) et 

des terminaisons nerveuses encapsulées comme les corpuscules de Ruffini (récepteurs 

mécaniques) sont retrouvées dans cette couche. 

c. L’hypoderme 

L’hypoderme est un tissu conjonctif spongieux composé de cellules graisseuses, les adipocytes 

qui stockent les lipides. Ces cellules sont organisées en lobules séparés par des septa fibreux de 

collagènes issus du derme. Ces cloisons servent de passages aux vaisseaux et aux nerfs irriguant 

le derme (Figure 4). Le rôle principal de l’hypoderme est de stocker et de libérer des acides 

gras, permettant ainsi de réguler les réserves énergétiques de l’organisme selon les besoins et 

les approvisionnements. Il assure aussi une fonction de thermorégulation et de protection de 

l’organisme contre les chocs et constitue un réservoir de cellules souches mésenchymateuses. 

 

Figure 4 : Coupe histologique de tissu sous-cutané humain. Coloration HE, X 110 [22]. 
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II. La brûlure : exemple de plaie cutanée profonde 

a. Brûlures du combattant : aspects cliniques 

Les blessures de guerre sont souvent des plaies multiples pénétrantes et/ou des brûlures (Figure 

5). Elles sont souillées à des degrés variables par des microorganismes provenant des 

vêtements, de la peau ou de l’environnement. Les plaies pénétrantes sont provoquées par des 

balles ou des fragments métalliques issus de l’explosion de bombes, d’obus, de roquettes ou de 

grenades [23]. Ces lésions tissulaires résultent du transfert d’énergie du projectile aux tissus 

entraînant l’endommagement du tissu par écrasement ou arrachement. Les brûlures sont 

également fréquentes sur le théâtre d’opérations et constituent 10% des blessures, mortelles 

dans 8% des cas [24]. Un combattant brûlé sur deux présente des lésions traumatiques associées 

et un sur cinq des lésions d’inhalation. Les engins explosifs improvisés sont responsables d’un 

grand nombre des brûlures thermiques de 3ème degré. Les brûlures non liées directement au 

combat ont une épidémiologie un peu différente. Celles-ci ont lieu lors d’incendies qui se 

produisent lorsque des matériaux combustibles s'enflamment, notamment lors d’opérations de 

« refueling » ou dans le cas d’incinération de déchets divers [25]. Les conséquences cliniques 

sont à la fois des atteintes cardiovasculaires, ventilatoires et métaboliques menant dans certains 

cas au décès du patient. 

 

Figure 5 : Photographies des plaies du combattant. (a) blessure par balle du bras gauche, (b) brûlure 
sur le visage causée par un engin explosif improvisé à bord d’un véhicule [23] [25].  

  



Etude bibliographique : Chap I. La cicatrisation cutanée 

30 

 

b. Evaluation clinique de la brûlure 

La surface et la profondeur sont deux critères essentiels pour l’évaluation de la gravité d’une 

brûlure.  

1. Profondeur de la brûlure  

Selon la Société Française d'Etude et de Traitement des Brûlures (SFETB), des degrés de 

brûlure sont définis en lien avec (i) la profondeur des dommages tissulaires déterminée par 

histologie (Figure 6) et avec (ii) l’aspect clinique (Tableau 1).  

 

Figure 6 : Représentation schématique des différents degrés de brûlures en fonction de la profondeur 
des dommages tissulaires (1er degré (1), 2ème degré superficiel (2s), 2ème degré profond (2p) et 3ème degré 
(3), selon la SFETB 2006). 

Cette classification joue un rôle décisionnel dans l’élaboration des modalités de prise en charge 

thérapeutique. Cependant, l'évaluation de la profondeur d'une brûlure chez un patient est 

essentiellement clinique. Le diagnostic est difficile car l'aspect clinique est souvent polymorphe 

et sujet à des variations dans les 48 premières heures qui suivent le traumatisme. En effet, une 

brûlure est rarement homogène et au sein d'une même localisation, elle peut être constituée de 

brûlures de profondeurs différentes. L'évaluation clinique de la profondeur des brûlures est 

assez précise pour distinguer les brûlures de 1er et de 3ème degré. Cependant, elle est beaucoup 

moins précise pour déterminer quelle brûlure de 2ème degré doit bénéficier d’un débridement 

excisionnel suivi d’une greffe de peau. Pour aider les chirurgiens dans l’attribution des grades 

de brûlure, des technologies de pointe non invasives sont utilisées. Ces dernières sont basées 
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sur l’analyse du flux sanguin microvasculaire en lien directe avec la profondeur de la brûlure 

(par exemple le thermographie, l’utilisation de colorants, l’imagerie à laser Doppler) [26].  

 

Tableau 1 : Récapitulatif des caractéristiques histologiques et cliniques avec le pronostic des différents 
degrés de la brûlure (SFETB 2006). 

2. Surface de la brûlure 

L’étendue d’une surface brûlée est exprimée en pourcentage de la surface corporelle totale 

brûlée au 2ème ou au 3ème degré : c'est le %TBSA pour « % total body surface area ». Ce 

pourcentage est calculé directement dès la prise en charge du soldat et peut être calculé par 

différentes méthodes. La règle des 9 de Wallace est utilisée dans l’appréciation initiale de la 

surface brûlée par les unités mobiles de réanimation. Celle-ci est applicable uniquement chez 

l’adulte car la tête d’un enfant représente un pourcentage de surface corporelle plus important 

(annexe Figure 35a). Dès l’arrivée dans des structures chirurgicales, une évaluation plus 

précise est réalisée à l’aide des tables de Lund et Browder, prenant en compte l’âge de la victime 

(annexe Figure 35b) [25] [27]. 

c. Physiopathologie de la brûlure : retentissement local et général 

La brûlure entraîne des perturbations de la microcirculation cutanée, délimitant ainsi trois 

zones  : une zone centrale de coagulation (nécrose), une zone périphérique de stase (ischémie) 

et une zone périphérique d’hyperémie (Figure 7) [28] [29]. La zone de coagulation est 
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constituée de tissu dévitalisé. La zone de stase est une zone ischémique. La zone la plus 

périphérique est appelée zone d'hyperémie, caractérisée par une vasodilatation, des 

changements inflammatoires sans dommage structurel.  

 

Figure 7 : Représentation schématique d’une brûlure de 3ème degré avec les trois zones lésionnelles : 1. 
zone de coagulation, 2. zone de stase, 3. zone d’hyperémie (adapté de Jackson et al., 1953) [28]. 

Les altérations structurelles et moléculaires suite aux agressions thermiques déclenchent une 

cascade inflammatoire massive et complexe qui fait appel à des médiateurs chimiques de 

l’inflammation, synthétisés localement ou qui sont à l'état de précurseur inactif dans la 

circulation sanguine. Ces derniers d’origine plasmatique font intervenir des kinines 

(bradykinine), le système du complément et le processus de coagulation. Parmi les médiateurs 

locaux, on compte des amines vasoactives (histamine-sérotonine), des métabolites de l’acide 

arachidonique (prostaglandine, leucotriène), du monoxyde d’azote (NO), des espèces réactives 

de l’oxygène (reactive oxygen species, ROS) et des cytokines (le facteur de nécrose tumorale-

α (tumor necrosis factor-α, TNF-α), les interleukines (interleukins, IL), l’interféron-γ 

(interferons-γ, IFN-γ)). Cette réponse inflammatoire locale engendre une hyperméabilité 

capillaire qui a pour résultat une fuite extravasculaire de protéines, d’électrolytes, d’eau et 

d’hématies responsables de la formation d’un œdème local pouvant se généraliser lorsque la 

brûlure est très étendue et profonde (25 à 30 % de la surface corporelle). Cette première phase 

dite « hydro-électrolytique » couvre les 48 premières heures après brûlure. Il s’ensuit une phase 

« hypermétabolique » qui dure jusqu’à la cicatrisation complète. Elle est caractérisée par une 

augmentation de la température corporelle, de la consommation d'oxygène et de glucose, de la 

production de CO2. Des réactions métaboliques telles que la protéolyse et la lipolyse sont 

augmentées. Ces réactions métaboliques importantes entraînent un catabolisme des tissus et un 

épuisement des réserves de protéines essentielles se traduisant par un bilan azoté négatif, qui 
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cause la perte de masse corporelle (muscle), la perte de densité osseuse, la faiblesse musculaire 

et une mauvaise cicatrisation des plaies. Pour contrer ces problèmes, l’organisme doit mettre 

en place des réactions métaboliques comme la glycogénolyse, pour répondre aux besoins 

énergétiques. En plus de ce désordre métabolique, le retentissement général aussi peut 

impliquer des troubles immunologiques (effet immunodépressif), cardiovasculaires, 

pulmonaires, gastro-intestinaux, hématologiques et rénaux. Tous ces changements entraînent 

des syndromes cliniques importants tels que l'insuffisance respiratoire et le syndrome de 

détresse respiratoire aiguë, des occlusions intestinales, la septicémie et l'insuffisance rénale.  

d. Les traitements systémiques et locaux  

La réanimation hydro-électrolytique doit être immédiatement réalisée selon des protocoles 

cliniques de prise en charge des brûlés à 20%TBSA. Ils recommandent l’administration par 

intraveineuse (IV) d’un liquide de réanimation pendant les 24 premières heures après brûlure. 

Cette solution de lactate de Ringer permet de restaurer l’équilibre de liquide extracellulaire et 

des électrolytes. Le volume injecté prend en compte le poids de la victime et est calculé selon 

la formule modifiée de Brooke (2 mL x %TBSA x poids en kg), la moitié étant injectée durant 

les huit premières heures. L’intubation est nécessaire pour les brulés à 40%TBSA. Un 

traitement local doit aussi être réalisé au cours de la première phase. Pour cela, des pansements 

imprégnés d'argent comme Silverlon®, Acticoat® ou SilverSeal® sont utilisés pour protéger la 

plaie des infections bactériennes (Figure 8a). L'utilisation d'antibiotiques prophylactiques chez 

les patients brûlés n'est pas recommandée sauf en périopératoire (en association avec les 

procédures d'excision et de greffe). En revanche, lorsque l’on suspecte une septicémie, le 

traitement par antibiotiques est nécessaire (Figure 8b). L’administration en IV d’antibiotiques 

tels que l’imipenème-cilastatine et l’amikacine, est utilisée en opération pour lutter contre les 

bactéries gram-négatives et positives et pour couvrir les multiples résistances à 

pseudomonas spp et klebsiella pneumoniae. L’œdème formé par les brûlures de 3ème degré 

entraîne la formation d’escarres assimilée à un garrot. Ces brûlures sur les membres ou le cou 

provoquent une ischémie, lorsqu’elles sont situées au niveau du thorax, des escarres thoraciques 

se forment et engendrent des difficultés respiratoires. Pour rétablir le flux sanguin, des incisions 

de décharge (escarrotomies) sont pratiquées au bistouri (Figure 8c). La réanimation de la phase 

secondaire passe par une réanimation nutritionnelle par sonde nasogastrique. Elle est initiée car 

l’organisme a des besoins calorico-azotés importants pour bien cicatriser. En cas de septicémie, 
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une antibiothérapie adaptée est nécessaire. Au niveau local, il faut effectuer une excision 

chirurgicale permettant d’éliminer la peau nécrotique pour éviter la généralisation de la nécrose 

et la surinfection puis dans un deuxième temps réaliser les greffes de peau (homogreffes ou 

autogreffes) (Figure 8d).  

 

Figure 8 : Photographies de brûlures thermiques de 3ème degré [25]. (a) brûlure infectée par un 
streptocoque (cellulite infectieuse), (b) septicémie due à une infection de la brûlure, (c) escarrotomie le 
long de la main, (d) excision chirurgicale de la peau brûlée avec un dermatome. 

  



Etude bibliographique : Chap I. La cicatrisation cutanée 

35 

 

III. Le processus de cicatrisation cutanée 

La cicatrisation est un processus physiologique dynamique complexe, qui se met en place après 

une blessure pour restaurer la structure cutanée. Il implique des événements de signalisation 

cellulaire et des cascades biochimiques. Après une lésion, la peau a la capacité naturelle de se 

réparer spontanément selon un processus divisé en quatre phases chevauchantes : (i) 

l'hémostase, (ii) l'inflammation, (iii) la prolifération, et (iv) le remodelage, entraînant la 

formation d'un tissu fibrotique non fonctionnel [21] (Figure 9). Cette division en phases 

distinctes est arbitraire car ces étapes se chevauchent et sont dépendantes les unes des autres, 

c’est pourquoi la phase de prolifération est initiée avant la fin de l’inflammation.  

 

Figure 9 : Les événements biologiques impliqués dans le processus de cicatrisation des plaies cutanées 
(Berthet et al., 2017) [30]. Les quatre étapes du processus sont les suivantes : (a) hémostase, (b) 
inflammation, (c) prolifération et (d) remodelage. Abréviations : ECM, matrice extracellulaire, GFs, 
Facteurs de croissance, ROS, Espèce réactive de l’oxygène. 

a. Le processus d’hémostasie 

Après une lésion cutanée, une extravasion de sang se produit suite à la destruction des vaisseaux 

sanguins. Immédiatement, (i) le processus d’hémostasie est initié pour former une MEC 

provisoire servant d’échafaudage pour la migration des kératinocytes. Un processus 

physiologique se met en place pour arrêter le saignement et créer une barrière contre les 
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microorganismes envahissants. Immédiatement, une vasoconstriction se produit, suivi de 

l’agrégation et la dégranulation des plaquettes. Puis une cascade de coagulation a lieu, celle-ci 

conduit à la formation d'un caillot de sang fibrino-plaquettaire. Ce dernier est composé de 

plaquettes incluses dans un réseau de fibrines réticulées, et des protéines de la MEC telles que 

la fibronectine, la vitronectine et la thrombospondine [31]. Le caillot de sang fournit également 

un réservoir de facteurs de croissance tels que le facteur de croissance dérivé des plaquettes 

(platelet differentiation growth factor, PDGF), le facteur de croissance transformant-β 

(transforming growth factor-β, TGF-β), le facteur de croissance des fibroblastes 2 (fibroblast 

growth factor 2, FGF2), le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (vascular 

endothelial growth factor, VEGF), le facteur de croissance des hépatocytes (hepatocyte growth 

factor, HGF), le facteur de croissance apparenté à l'insuline (insulin-like growth factor, IGF), 

le facteur de croissance épidermique (epidermal growth factor, EGF) qui stimulent les cellules 

impliquées dans les différentes étapes du processus de cicatrisation [21] [32]. 

b. La réaction inflammatoire 

La réaction inflammatoire (ii) se produit simultanément avec la phase d'hémostase et peut 

durer jusqu'à 48 heures après une blessure. Cette étape se caractérise par l'infiltration et la 

migration des leucocytes impliqués dans la phagocytose des débris cellulaires et des 

microorganismes. Les neutrophiles apparaissent en premier dans la plaie, suivis par les 

lymphocytes et les monocytes qui se différencient en macrophages activés. Ces derniers 

sécrètent des facteurs de croissance tels que le VEGF et le PDGF qui vont initier la formation 

du tissu de granulation. Des ROS et des protéinases sont produites par les macrophages et les 

neutrophiles pour protéger la plaie contre les infections bactériennes exogènes. D’autres types 

cellulaires tels que les fibroblastes peuvent être stimulés par des cytokines pro-inflammatoires 

pour produire des ROS [33]. Les cellules immunitaires sécrètent également des cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-α et les interleukines IL-1α, IL-1β, IL-6 qui vont stimuler la 

réponse inflammatoire et permettre d’engager la phase de prolifération (iii). 
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c. La phase de prolifération 

Cette troisième phase peut durer de 2 à 10 jours après la blessure et a pour conséquence la 

formation d’un nouveau tissu. Elle se caractérise par la prolifération et la migration des 

fibroblastes, des kératinocytes et des cellules endothéliales, ces dernières étant impliquées dans 

l'angiogenèse [32]. Cette phase implique deux mécanismes cellulaires distincts, le premier est 

le processus de réépithélialisation orchestré par les kératinocytes du bord de la plaie qui 

migrent, prolifèrent et se différencient pour former un épiderme mature. Des facteurs de 

croissance comme le HGF, le FGF2, FGF7, FGF10, EGF et le TGF-α vont influencer 

positivement la réépithélialisation. Les changements environnementaux comme la baisse de 

calcium, l’augmentation de magnésium, l’acidification et l’hypoxie sont impliqués dans la 

réépithélialisation. Dans ce processus sont aussi impliquées des protéines de la MEC, protéases 

comme les métalloprotéases, protéines du cytosquelette et des enzymes qui régulent le stress 

oxydant. Le second processus est médié par les fibroblastes, impliqués dans la formation d’un 

tissu de granulation. Des facteurs de croissance comme le VEGF, le FGF2 sécrétés par les 

macrophages, les kératinocytes et les fibroblastes vont réguler positivement l’angiogenèse. Les 

modifications physiologiques apparaissant au niveau de la plaie, tel la production d’acide 

lactique et l’hypoxie tissulaire, vont également stimuler le processus d’angiogenèse. Les 

capillaires nouvellement formés, associés aux fibroblastes et aux macrophages, aident à 

transformer la matrice de fibrine en un tissu de granulation. Cette structure forme une MEC 

transitoire, dans laquelle les fibroblastes produisent des glycoprotéines telles que des 

collagènes, des protéoglycanes et des glycosaminoglycanes dont l'acide hyaluronique. À la fin 

de cette étape, les fibroblastes situés dans le lit de la plaie sont stimulés par les macrophages, 

certains se différenciant en myofibroblastes responsables de la contraction de la plaie. 

d. La phase de remodelage tissulaire 

Enfin, le remodelage de la peau (iv) commence 2 ou 3 semaines après la blessure et peut durer 

un an ou plus. Le tissu de granulation est progressivement remplacé par une cicatrice mature 

composée de fibres élastiques, de glycosaminoglycanes et de fibres de collagène 

majoritairement de type I. Le remodelage du collagène est régulé par quelques enzymes 

protéolytiques, les MMP, sécrétées par les fibroblastes, les macrophages et les cellules 

endothéliales et épidermiques. Un équilibre entre les MMP et leurs inhibiteurs les TIMP (tissue 

inhibitors of metalloproteinases) doit être maintenu pour une cicatrisation normale. La plupart 
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des cellules subissent une apoptose et des boucles de rétroaction permettent de maintenir les 

concentrations de cellules vivantes [34]. Toutefois, la peau cicatrisée reste non fonctionnelle. 

Elle est composée principalement de fibroblastes et de fibres de collagènes désorganisées et est 

dépourvue d’annexes cutanées. Le tissu reconstruit est moins résistant, il ne retrouvera jamais 

les propriétés initiales de la peau saine non blessée. 

 



 

39 

 

Chapitre II. Modèles expérimentaux de plaie cutanée pour 

l’étude de la cicatrisation 

Comme décrit précédemment, la physiopathologie des plaies aiguës traumatiques et/ou 

chroniques est souvent multifactorielle et le processus de réparation est complexe. Pour tester 

l’efficacité de nouveaux agents thérapeutiques, il est nécessaire d’utiliser des modèles mettant 

en jeu des mécanismes se rapprochant au plus près des mécanismes moléculaires, cellulaires et 

physiologiques qui régissent la cicatrisation chez l’homme. Pour cela, des modèles de plaie 

utilisant des animaux (in vivo), des explants de peau humaine ou animale (ex vivo) et des cellules 

de peau humaine (in vitro) sont utilisés (Figure 10). Aucun de ces modèles n’est idéal, ils ont 

chacun des avantages et des limites.  

 

Figure 10 : Représentation schématique des modèles d’étude de la cicatrisation [30]. 

 



Etude bibliographique : Chap II. Modèles expérimentaux de plaie cutanée pour l’étude de la cicatrisation  

40 

 

I. Les modèles expérimentaux d’étude in vivo du processus de 

cicatrisation 

a. Choix de l’espèce animale 

De nombreuses publications montrent que le porc est un modèle idéal d’étude de la cicatrisation 

[35] [36] [37]. Sa peau est en effet anatomiquement et physiologiquement assez semblable à la 

peau humaine. L’épaisseur de l'épiderme, du derme, ainsi que l'abondant tissu adipeux sous-

dermique sont comparables à ceux de l’homme. Les collagènes cutanés porcins et humains sont 

semblables, même si la peau du porc est moins élastique [38]. De plus, les plaies se referment 

principalement par un processus de réépithélialisation chez l’homme comme chez le porc. La 

cinétique de cicatrisation est assez variable en raison d'un certain nombre de facteurs tels que 

la taille de la plaie, le type de plaie et l'état de santé général. Des études de brûlures cutanées 

ont montré des délais de cicatrisation similaires chez le porc et l’homme. De par toutes ces 

ressemblances avec l’homme, le porc constitue un excellent modèle animal, cependant son 

utilisation dans les études est limitée comme le montre la Figure 11. Le coût élevé de l’animal, 

les conditions d’hébergement, la main d’œuvre et la lourdeur des expérimentations représentent 

des contraintes à son utilisation. 

Pour ces raisons, les rongeurs sont les animaux de laboratoire les plus largement utilisés en 

raison de leur faible coût, de leur disponibilité et de la facilité à les héberger et à les manipuler 

(Figure 11). 
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Figure 11 : Graphique représentant le nombre d’articles publiés dans PubMed en rentrant les termes 
« wound healing in vivo pig », « wound healing in vivo mouse » et « wound healing in vivo rat ».  
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Néanmoins, l'anatomie et la physiologie de la peau des rongeurs diffèrent nettement de celle de 

l'homme. (Tableau 2) [39]. La présence du muscle cutané panniculosus carnosus chez les 

rongeurs conduit à la fermeture des plaies majoritairement par contraction des bords de la plaie. 

De plus, la cicatrisation est plus rapide chez les rongeurs que chez l’homme ce qui peut 

compliquer l’étude des mécanismes de cicatrisation et masquer de potentiels effets d’agents 

thérapeutiques. La peau de souris présente une forte densité de follicules pileux riches en 

cellules souches, ces dernières jouant un rôle important dans la cicatrisation [40] [41]. Il existe 

des différences notables avec l’homme, dans l’immunité innée et adaptative et dans l’expression 

des chimiokines. Un des avantages du modèle rongeur dans l’étude de la cicatrisation cutanée 

est qu’il existe de nombreux modèles de souris transgéniques, qui permettent d’étudier 

l’implication de certains gènes dans le processus de cicatrisation [42] [43] [44]. Des modèles 

pathologiques de souris transgéniques, comme le diabète, peuvent également être utilisés pour 

l’étude du processus de cicatrisation altérée et retardée [43].  

 

Tableau 2 : Principales différences entre la peau de souris et de l’homme (adapté de Wong et al.,  2011) 
[39]. 

La souche de souris SKH1 sans poil est un modèle attrayant pour les études de cicatrisation 

cutanée. L’avantage majeur est que l'épilation avec le rasoir ou la crème dépilatoire est évitée 

limitant ainsi les réactions inflammatoires associées [45] [46]. En outre, l'absence de repousse 

de poils empêche l'obscurcissement de la réparation des plaies. Le processus de cicatrisation de 

cette souche dans des conditions physiologiques ou pathologiques (ischémie, diabète) est 

identique à celui retrouvé chez les souris avec poils. Le seul inconvénient de cette souche est 

un fond génétique relativement peu caractérisé et la non-consanguinité. Un autre modèle utilisé 

pour les études de cicatrisation est la souris athymique BALB / c-nude. Au contraire de la souris 
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SKH1, cette souche présente le principal inconvénient d’être immunodéficience, or le système 

immunitaire joue un rôle important dans le processus de cicatrisation [45]. En dépit des limites 

rappelées ci-dessus, la souris reste l’espèce de référence pour les études de cicatrisation.  
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b. Les modèles de plaies cutanées profondes  

Différents types de plaies sont décrit chez l’homme. Elles peuvent être classées en deux 

catégories : les plaies aiguës (chirurgicales ou traumatiques) et les plaies chroniques (ulcères 

de jambe, escarres, plaies du diabétique). Chez la souris saine, les plaies expérimentales les plus 

couramment étudiées sont des plaies d’incision, d’excision (partielle ou totale) et de brûlure 

(thermique ou chimique), ainsi que des modèles de fibrose cutanée [47]. En situation 

pathologique comme le diabète, les plaies les plus étudiées chez la souris sont les modèles 

d’ulcère de pression, de lambeau ischémique et d’excision [39] [44].  

L’excision totale consiste en l’élimination de l’ensemble des couches de la peau. Ces plaies 

peuvent être de différentes tailles et formes et sont réalisées à l’aide de punch à biopsie ou de 

ciseaux chirurgicaux. Pour minimiser la contraction cutanée locale et étudier la cicatrisation par 

réépithélialisation et formation du tissu de granulation, un anneau en silicone est fixé autour de 

la plaie [48]. Des films transparents sont positionnés sur ces plaies pour maintenir un 

environnement humide. Ce modèle très standardisé, permet d'étudier de manière simple le 

processus de cicatrisation en terme (i) de chronologie (cinétique de fermeture) et (ii) de 

physiologie (tissu de granulation, vascularisation, altérations matricielles…) par prélèvements 

de tissu cicatriciel à intervalle de temps pour des analyses moléculaires et histologiques [44]. 

Des pathologies telles que le diabète et l'immunodéficience peuvent être associées à ce modèle 

de plaies pour construire des modèles de cicatrisation retardée chez la souris.  

Le modèle de brûlure thermique infectée est largement utilisé chez les rongeurs et le porc pour 

tester l'efficacité de traitements anti-infectieux. De nombreuses méthodes ont été développées 

pour induire ces plaies. Elles utilisent de l’eau bouillante, de l'éthanol enflammé, des barres 

métalliques préchauffées et la flamme [36]. Ces modèles sont très souvent associés à des 

infections bactériennes expérimentales (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, …). 

Néanmoins, l'inconvénient majeur de ces méthodes est le manque de standardisation.  

L'importance croissante des préoccupations éthiques et les limites des modèles animaux, due 

aux différences anatomiques et physiologiques par rapport à l’homme, peuvent limiter la 

pertinence scientifique de ces modèles in vivo. Pour pallier ces limitations des modèles 

alternatifs ex vivo et in vitro existent. 
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II. Les modèles expérimentaux d’étude ex vivo du processus de 

cicatrisation 

Des modèles ex vivo de plaies ont été mis en place à partir de biopsies de peau d’origine 

humaine (chirurgies plastiques, cadavres, amputations) et animale [49] [50]. Ils sont 

principalement utilisés pour évaluer la toxicité de produits chimiques, pharmaceutiques ou 

cosmétiques, ainsi que pour des études de pénétration percutanée. Des plaies d’excision peuvent 

être réalisées sur ces modèles ex vivo : elles sont d'épaisseur partielle, lorsque l'épiderme et la 

partie supérieure du derme sont éliminés, ou de pleine épaisseur lorsque l'épiderme et le derme 

sont éliminés [49] (Figure 12). 

  

Figure 12 : Modèles ex vivo de peau humaine avec plaie partielle (A) ou de pleine épaisseur (B) [49]. 

L'utilisation de peau humaine excisée est considérée comme le « gold standard ». Cependant, 

du fait de la disponibilité limitée et de la durée de vie restreinte de l’explant humain après 

excision (7 à 14 jours), des explants de peau animale sont régulièrement utilisés (porcs, 

rongeurs). La faiblesse des réactions physiologiques dans le tissu cutané isolé limite aussi 

l'utilisation de ces modèles. Bien que les modèles ex vivo présentent de nombreuses limites, ils 

offrent des avantages notables. Les expériences sont faciles à mettre en œuvre, toutes les 

cellules de la peau y compris les annexes cutanées sont présentes, ce qui en fait un modèle plus 

pertinent, sur le plan physiologique, que les modèles in vitro. Il s’agit d’un modèle relevant 

utilisant de la peau humaine qui concoure à diminuer l’utilisation de l’animal.  
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III. Les modèles expérimentaux d’étude in vitro du processus de 

cicatrisation 

a. Les modèles in vitro de peau reconstruite 

Les modèles in vitro de peau reconstruite sont des outils importants pour la recherche 

fondamentale, à des fins industrielles (études de cytotoxicité, ciblages de drogues, tests de 

nouvelles thérapies et stratégies de traitement) et pour des applications cliniques. Le besoin de 

ces modèles in vitro est en augmentation car la réglementation de l'Union européenne (UE) 

encourage le remplacement, la réduction et le raffinement des modèles animaux (directive UE 

2010/63 / UE) et interdit de tester les ingrédients cosmétiques chez les animaux (EU Cosmetic 

Directive 76/768 / EEC; EU Cosmetics Products Regulation [CE] No 1223/2009, REACH 

Regulation [CE] 1907/2006) [51]. Il existe un large éventail de modèles in vitro de peau 

humaine reconstruite, qui diffèrent selon (i) leur complexité biologique, (ii) les exigences 

scientifiques et (iii) les techniques utilisées pour les élaborer. Ces modèles ont évolué à partir 

de simples cultures 2D organisées en monocouche composée d’un seul type cellulaire, vers des 

cultures 3D avec un seul type cellulaire jusqu'à des cultures 3D composées de différents types 

cellulaires. Les dernières avancées portent sur la miniaturisation de tissu/organe sur puce et tend 

à s’étendre à l’organisme entier sur puce (Figure 13).  

 

Figure 13 : Développement de modèles in vitro de peaux reconstruites : des monocouches cellulaires 
simples jusqu'à la technologie escomptée de puces contenant l’organisme entier de l’homme [52]. 
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1. Culture bidimensionnelle (2D) de cellules en monocouche 

Les techniques basées sur des systèmes de culture 2D sont largement utilisées en préclinique 

pour évaluer la toxicité de candidats médicaments et les mécanismes cellulaires impliqués. 

Dans ce modèle unicellulaire, des cellules primaires et des lignées de cellules immortalisées 

sont utilisées (Tableau 3). Les plus utilisées sont les kératinocytes, les fibroblastes et les 

cellules endothéliales vasculaires issues de culture primaire humaine [53] [54] [55] [56]. Les 

cellules immortalisées sont couramment utilisées car elles sont plus stables et plus faciles à 

cultiver que les cellules primaires, fragiles et sujettes à des changements morphologiques après 

la sous-culture [57] [58] [59].  

 

Tableau 3 : Types cellulaires les plus utilisés dans les études de cicatrisation. 

Cependant, les modifications génotypiques et/ou phénotypiques des lignées entraînent des 

réponses cellulaires potentiellement modifiées, par rapport aux cellules primaires après 

exposition à des facteurs externes. En effet, des différences significatives dans la migration 

cellulaire, la prolifération, la réponse aux médicaments peuvent être observées selon les cellules 

utilisées, primaires vs lignées [60] [61] [62]. En plus d’être facile à mettre en place dans un 

laboratoire de culture cellulaire, ce modèle permet de tester très rapidement un grand nombre 

de conditions. Cependant, les réponses cellulaires obtenues en présence des cibles 

thérapeutiques ne sont pas complètement fiables. La perte de morphologie native des cellules, 

la perte d’interaction avec les autres cellules et la MEC sont des limites aux modèles 2D. Ces 

contraintes peuvent cependant être contournées par l’utilisation de modèles 3D [63]. Par 

exemple, les kératinocytes cultivés en monocouche développent un phénotype immature en 

raison de l'absence de processus de différenciation physiologique, responsable de la formation 
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de la barrière épidermique (stratum corneum) [64]. De plus, des différences au niveau du 

métabolisme cellulaire, plus précisément dans l’expression génique d’enzymes, leur synthèse 

protéique et leur activité enzymatique, sont également observées entre des modèles 2D et des 

structures épidermiques 3D. Les modèles 3D se rapprochent le plus des environnements in vivo 

rencontrés chez l’homme [65]. En raison de la fragilité des monocouches 2D, seule l'application 

directe de substance liquide est réalisable. La mise en contact directe de formulations semi-

solides ou solides sur ces monocouches cellulaires provoque leur destruction suivie de la mort 

cellulaire. Pour résoudre ce problème, il est possible de pré-incuber ces formulations dans un 

milieu de culture et à des intervalles de temps prédéterminés, d’appliquer le surnageant à la 

monocouche cellulaire. 

2. Culture tridimensionnelle (3D) 

Contrairement aux cultures 2D, les cultures cellulaires 3D permettent de créer des 

environnements in vitro plus proches de l’environnement in vivo de la peau humaine. 

Cependant, elles sont bien plus difficiles à élaborer en laboratoire que les cultures 2D 

immergées dans du milieu de culture. Deux types de modèles 3D existent : l’épiderme humain 

reconstruit et la peau reconstruite, dite de « pleine épaisseur », comprenant l’épiderme et le 

derme (Figure 14). Ces modèles sont utilisés principalement pour des études de toxicité, de 

perméabilité de principes actifs, de dommages tissulaires (exposition UV, irritation et corrosion 

de la peau).  

 

Figure 14 : Modèles 3D de peaux humaines reconstruites commercialisés par MatTek corp. (a) 
EpiDerm™ - Epiderme reconstruit (b) EpiDerm-FT™ - Peau reconstruite avec épiderme et derme. 
Coloration HES. 
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Les modèles d'épiderme humain reconstitué sont composés de kératinocytes primaires humains 

mis en culture sur des plaques de culture cellulaire type Transwell® (Figure 15).  

 

Figure 15 : Représentation schématique d’un insert Transwell®. Ces systèmes sont disponibles dans le 
commerce sous forme de systèmes Transwell® constitués d'une plaque multi-puits, équipée d'un insert 
contenant une membrane en polycarbonate semi-perméable, pour séparer l'ensemble en deux 
compartiments (apical = compartiment intérieur, basolatéral = compartiment extérieur) pour une 
culture à l’interface air- liquide. 

Des modèles 3D d’épiderme reconstruit sont commercialisés et certains d’entre eux sont 

approuvés comme alternative aux modèles animaux, dans un contexte règlementaire basé sur 

de multiples normes ECVAM (« European Center for Validation of Alternative Methods ») et 

directives OECD TG (« Organization of Economic Co-operation and Development Test 

Guideline »), pour des essais respectifs de corrosion et d’irritation de la peau selon OECD TG 

431 et 439 (Tableau 4) [52] [66] [67].  

 

Tableau 4 : Modèles in vitro d’épiderme humain reconstruit commercialisés. 

La morphologie, la composition en lipides et la différenciation cellulaire de ces épidermes 

reconstruits se sont révélées être très proches de celle de la peau humaine. En effet, le 

transcriptome des épidermes reconstruits a montré une similitude dans l'expression de 

marqueurs de différenciation épidermique (filaggrine, loricrine et involucrine) avec l’épiderme 

humain [52] [66]. En revanche, ces marqueurs de différenciation ne sont pas exprimés dans les 
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modèles 2D, ce qui prouve que les kératinocytes ne présentent pas de phénotype différencié 

mature dans ces conditions. Contrairement aux modèles 2D, les modèles 3D permettent 

d'étudier une large gamme de formes galéniques (liquides, semi-solides et solides) par 

administration directe à la surface de la peau reconstruite, aux concentrations finales 

d'utilisation [66]. Cependant, ces modèles 3D présentent des limites car des facteurs micro-

environnementaux ne sont pas présents comme l’interaction entre l'épithélium et le tissu 

conjonctif adjacent, régulateur clé de la morphogenèse épidermique et de l'homéostasie.  

Le modèle 3D de peau reconstruite humaine, associant à la fois l'épiderme et le derme, constitue 

le modèle 3D de référence le plus proche de la peau humaine. Pour reconstituer le derme, 

différents substrats cellulaires (hydrogel, fibre, éponge de collagènes) sont utilisés, chacun 

présentant des avantages et inconvénients. Les fibroblastes primaires humains sont incorporés 

à ces supports sur lesquels des kératinocytes primaires humains sont ensuite mis en culture en 

présence d’une interface air-liquide qui permet leur différenciation et favorise la formation de 

la jonction épidermique-dermique. Les hydrogels ne ressemblent pas à la structure de la MEC, 

responsable des propriétés biomécaniques du derme, et impliquée dans les réponses cellulaires. 

Ils ont une mauvaise capacité de diffusion contrairement aux structures fibreuses qui, de par 

leur structure en réseau, permettent un bon approvisionnement en nutriments, transport des 

déchets et qui ont pour effet une culture du modèle 3D à plus long terme. De par leurs propriétés 

biomécaniques proches de la MEC et leur capacité de faire adhérer et proliférer les cellules, les 

fibres en polymère sont un substrat cellulaire d’intérêt. Une limite à leur utilisation est la 

nécessité d’un équipement technique spécifique pour leur synthèse. Des éponges de collagènes 

sont aussi utilisées car leur structure permet une pénétration optimale des cellules dans 

l'échafaudage, leur migration et leur croissance [52]. Certains modèles sont commercialisés et 

malgré leur standardisation ils sont en cours d’acceptation réglementaire (Tableau 5).  

 

Tableau 5 : Modèles in vitro de peau reconstruite humaine de pleine épaisseur. 



Etude bibliographique : Chap II. Modèles expérimentaux de plaie cutanée pour l’étude de la cicatrisation  

50 

 

Les cellules primaires humaines sont les cellules les plus utilisées dans les modèles 3D, 

cependant des limites, comme leur disponibilité, leur durée de vie et la variabilité dépendante 

des donneurs, apparaissent. Pour pallier ces limites, des modèles de peau reconstruite utilisant 

uniquement des lignées cellulaires sont développés. Celles-ci ont montré de très fortes 

similitudes avec la peau humaine native (Figure 16) [68].  

 

Figure 16 : Marquages immunohistochimiques des marqueurs de différenciation de l’épiderme et de la 
matrice du derme sur de la peau humaine native, de la peau reconstruite issue de cellules primaires et 
de lignées cellulaires [68]. 

Les modèles 3D permettent de dépasser certaines limites des modèles 2D. Les modèles de 

peaux reconstruites sont en évolution permanente et ils sont maintenant déclinés en modèle 

immunocompétent, endothélialisé et adipeux [69] [70] [71]. Des études ont montré leur 

faisabilité par incorporation, par exemple, de cellules endothéliales vasculaires et de 

macrophages dermiques [70]. Des cellules de Langerhans épidermiques et des cellules 

dendritiques dermiques peuvent aussi être incorporées, en fonction des conditions de culture 

[69]. À ce jour, ces précédents modèles ne sont toujours pas commercialisés même si leur 

faisabilité a été démontrée.  
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b. Les modèles d’étude de processus cellulaires impliqués dans la cicatrisation des plaies 

Bien que les études in vitro ne reproduisent pas complètement le comportement des cellules 

dans un organisme vivant, elles reflètent des mécanismes cellulaires impliqués dans le 

processus de cicatrisation. Elles permettent également d'étudier une multitude de cibles avec 

une interférence minimale due à des facteurs externes. Un des tests les plus utilisés sur les 

modèles 2D est le test de « scratch », lors duquel les phénomènes de migration et de 

prolifération cellulaires sont étudiées, après la formation d’une brèche, sur une monocouche de 

cellules confluentes [72]. Ces évènements cellulaires sont suivis par capture d’images en 

microscopie jusqu’à fermeture complète de la « plaie ». Les techniques d’imagerie cellulaire et 

de microscopie permettent de suivre individuellement des cellules en cours de migration. Cette 

méthode de faible coût est facile à mettre en place dans un laboratoire de culture cellulaire. Pour 

les modèles reconstruits en 3D composés de compartiments épidermiques et dermiques, une 

gamme plus large de techniques de blessures peut être réalisée, y compris les dommages 

mécaniques (punch, scalpel) et thermiques (laser-CO2, objets métalliques chauffés ou refroidis, 

application de la pression). L’ensemble de ces modèles in vitro met en évidence un des 

mécanismes cellulaires clé du processus de cicatrisation qui est la réépithélialisation, par 

migration et prolifération des cellules épidermiques et/ou dermiques. De nombreuses cibles 

thérapeutiques sont testées faisant de ces modèles des plateformes efficaces d’étude de 

processus cellulaires impliqués dans la réparation cellulaire.  

Pour conclure, les défis actuels concernant les peaux reconstruites comprennent la formation 

d’une barrière intègre du stratum corneum, proche de celle de l’homme, et la commercialisation 

de modèles intégrant des composants structurels plus complexes et importants pour la peau, 

comme les follicules pileux, le système vasculaire et les cellules immunitaires. L'orientation 

future de ces modèles repose sur le développement de puces multi-organes dans le but ultime 

de construire un système humain-sur-puce [51] [52] [73]. Ce dispositif de culture cellulaire 

intègre des techniques de microfluidique permettant d’obtenir un modèle dynamique 

contrairement aux modèles 2D et 3D présentés précédemment. Ces modèles encore très peu 

développés dans les laboratoires pourront remplacer l'expérimentation animale lors de tests 

précliniques et accélérer l'entrée de candidats « médicaments » en phase clinique.
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Chapitre III. Les traitements actuels et en cours de 

développement 

I. Les traitements conventionnels actuels et les nouvelles stratégies  

a. Les approches conventionnelles  

1. Les procédures standards de traitements des plaies  

La norme actuelle de soins pour les brûlures de 3ème degré et les plaies chroniques consiste à 

nettoyer la plaie pour limiter le risque d’infections, appliquer des pansements et effectuer une 

éventuelle étape chirurgicale de débridement du tissu nécrotique. Le « gold standard » pour le 

traitement de ces types de plaies cutanées profondes est l'autogreffe de peau ou des cellules 

d’épiderme cultivées (kératinocytes). Les peaux reconstruites totales constituent aussi un 

traitement pour les grands brûlés et les plaies chroniques. Des substituts cutanés biosynthétiques 

temporaires ou définitifs à base de composants de la peau humaine ou animale (biobrane®, 

intégra®, matriderm®) ou des allogreffes cutanées sont utilisés pour traiter les brûlures de 3ème 

degré. Le coût élevé de ces traitements, les risques d’infections et de rejets constituent des 

limites à ces traitements. 

2. Les pansements 

Les approches conventionnelles de soins des plaies sont basées sur des pansements qui 

absorbent un exsudat excessif et fournissent un environnement humide à la plaie, afin 

d'optimiser la cicatrisation et d’assurer la protection contre les infections. À cette fin, les 

hydrocolloïdes, les hydrocellulaires et les hydrogels sont largement utilisés. Des pansements 

contenant des ions argent, pour prévenir les infections bactériennes ou fongiques, sont 

disponibles (acticoat™). De plus, des polymères naturels biodégradables sont déjà utilisés 

comme composants de pansement tels que l'acide hyaluronique (ialuset®) pour favoriser la 

cicatrisation des plaies et maintenir l'homéostasie cutanée, et le chitosane utilisé pour arrêter le 

saignement, en raison de ses propriétés intrinsèques hémostatiques et antimicrobiennes. En 

effet, de nombreux pansements ou poudres à base de chitosane sont utilisés sur les théâtres 

d’opérations où la première cause de mortalité est l’hémorragie (hemCon®, XStat®). Pour 
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favoriser la cicatrisation des plaies chroniques des pansements, dont le rôle est d’inhiber les 

protéases sécrétées dans le microenvironnement de la plaie, afin de protéger les facteurs de 

croissance libérés lors du processus de cicatrisation, sont utilisés (cellostart®). Actuellement, 

un traitement pour les plaies chroniques, à base de facteurs de croissance (rhPDGF-BB) 

(REGRANEX®) est commercialisé aux Etats-Unis. D’après l'agence européenne des 

médicaments (european medicines agency, EMA), il a été retiré du marché en Europe en 2011 

pour des raisons de risque de formation de cancers.  

b. Les potentielles nouvelles approches 

1. Délivrance de facteurs de croissance et autres molécules 

Les facteurs de croissance permettent d’influer sur les différentes étapes du processus de 

cicatrisation. De nombreuses études ont montré l’effet bénéfique de certains facteurs de 

croissance sur le temps de cicatrisation des plaies chroniques. Ces facteurs de croissance sont 

fragiles in vivo et ont une demi-vie réduite. De part leur action stimulatrice sur la croissance 

cellulaire, ils ont des effets cancérigènes potentiels. Une libération progressive de facteurs de 

croissance permettrait idéalement d’accélérer la vitesse de fermeture des plaies chroniques. 

Dans les plaies chroniques, des médiateurs de l’inflammation peuvent être identifiés et ciblés 

pour améliorer la cicatrisation des plaies. L'inhibition de ces molécules pro-inflammatoires est 

considérée comme un moyen efficace pour favoriser la cicatrisation des plaies. Les ARN 

interférents (siARN) peuvent être utilisés comme principes actif pour les plaies chroniques, par 

l'administration d'un gène spécifique de séquence. Par exemple, les gènes pro-inflammatoires 

tels que le gène SMAD3 (mothers against decapentaplegic homolog 3) et le gène de suppression 

de tumeurs (p53) peuvent, par cette technique, être inhibés dans le microenvironnement de la 

plaie [74]. Une autre approche consiste à utiliser des microARN comme molécule 

thérapeutique. Ces micro-ARN régulent, au niveau post-transcriptionnel, l’expression de ces 

gènes en se liant à leurs ARN messagers (ARNm), conduisant ainsi à la dégradation de l'ARNm 

et à la suppression de la traduction [74].  

Dans un autre domaine, l’attention se porte aussi sur l’utilisation de molécules naturelles aux 

propriétés antibactériennes et antioxydantes permettant de diminuer l’inflammation (voir partie 

Résultats).  
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2. Les cellules souches 

Les cellules souches des adipocytes suscitent un grand intérêt en raison de leur potentiel de 

sécrétion de facteurs angiogéniques stimulant l’angiogenèse, requise pour la cicatrisation des 

plaies. Des cellules souches mésenchymateuses issues du cordon ombilical ont montré leur 

capacité à promouvoir la cicatrisation [74]. 

c. La recherche de cibles thérapeutiques 

Comme exposé précédemment, la réaction inflammatoire (RI) induite par une blessure cutanée 

profonde se traduit, entre autre, par une sécrétion importante de dérivés actifs de l’oxygène 

(ROS), notamment d’anion superoxyde (O2•-) par les macrophages, les neutrophiles et les 

fibroblastes [75], dont un des effets est d’entraver le développement d’éventuelles 

contaminations microbiennes [33]. L’emballement de la production de ROS peut cependant 

avoir des effets délétères sur les tissus sains environnants (induction de mort cellulaire) et 

enrayer le processus de cicatrisation. La maîtrise de la production de ROS est donc un paramètre 

intéressant du contrôle du processus de cicatrisation des plaies profondes. La troisième phase 

du processus de cicatrisation se caractérise, entre autre, par la prolifération et la migration de 

cellules telles que les fibroblastes, qui participent à la formation du nouveau tissu. La 

stimulation de cette prolifération/migration est un autre outil intéressant de contrôle du 

processus de réparation tissulaire. 

II. Les cibles potentielles des traitements thérapeutiques 

a. Les ROS 

Les ROS produits lors de la RI résultent de la conversion de l'oxygène en anions radicalaires 

superoxydes (O2•-) par la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase des 

cellules phagocytaires [76]. Sous l’effet de superoxyde dismutases (SOD), l’anion superoxyde 

(O2
•-) produit du peroxyde d'hydrogène (H2O2) qui est converti en radical hydroxyle (HO•) par 

la réaction de Fenton (Figure 17). Dans des conditions physiologiques normales, la production 

de ROS est extrêmement régulée par un équilibre de la balance pro-oxydant/antioxydant. Une 

détoxification insuffisante ou une surproduction de ROS engendre un déséquilibre de cette 

balance qui entraîne la production d’une inflammation massive responsable du stress oxydatif. 
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À de faibles niveaux, l’H2O2 et d'autres ROS inhibent la migration et la prolifération de divers 

types de cellules, y compris les kératinocytes [77]. Au contraire à des niveaux élevés, les ROS 

peuvent entraîner des transformations néoplasiques [78], des dommages oxydatifs à l’ADN, 

aux protéines et une peroxydation lipidique [79] [80]. Un déséquilibre d’enzymes détoxifiantes 

engendre une inflammation chronique impliquée dans des pathologies comme le diabète.  

Pour se protéger du stress oxydatif, les cellules proliférantes et migratrices dans la plaie ont 

développé des systèmes de défense pour détoxifier les ROS [33] [80]. Deux principales 

stratégies à base d’antioxydants sont déployées, de nature non enzymatique et enzymatique. La 

première comprend de petites molécules antioxydantes comme la vitamine E (α-tocophérol), la 

vitamine C, le b-carotène, le glutathion (GSH), la coenzyme Q et la bilirubine, qui fonctionnent 

pour diminuer la production de ROS. La seconde repose sur des enzymes comme la SOD, la 

catalase et des peroxydases comme les seléno-enzymes GSH peroxidase (SeGPx) et la 

peroxiredoxine VI (Prx VI) [81] [82] [83] (Figure 17).  

 

Figure 17 : Mécanismes de production et de détoxification de ROS (adaptée de U auf dem Keller et al. 
2006 et E Nachbar et al. 1995) [33] [79]. LH : lipide à double liaison, L. : radical lipidique, LOO. : 
radical peroxyle lipidique, LOOH : hydroperoxyle lipidique, α-TocOH : α-tocophérol (Vitamine E 
active), α-TocO. : α-Tocophéryl (Vitamine E radicalaire), Vitamine C. : Vitamine C radicalaire, GSH : 
Glutathion réduit, GSSG : Glutathion oxydé. 
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Une molécule naturelle comme la vitamine E, est donc un outil efficace susceptible d’enrayer 

la surproduction de ROS lors de la RI. 

b. Les cellules proliférantes 

Le bon déroulement du processus de cicatrisation dépend de facteurs de croissance, de 

cytokines et de chimiokines qui régulent les processus cellulaires. Ces facteurs de croissance 

sont importants car ils jouent un rôle dans la formation de tissu de granulation, la modulation 

de la réponse inflammatoire, de la prolifération et de l’angiogenèse. De plus, ils sont nécessaires 

au processus de réépithélialisation, à la formation de la MEC et à son remodelage. Ce sont des 

polypeptides biologiquement actifs qui agissent en modifiant la croissance, la différenciation et 

le métabolisme d'une cellule cible. Ils peuvent agir par des mécanismes de signalisation 

cellulaire paracrines, autocrines, juxtacrines ou endocrines, et influencer le comportement des 

cellules en raison de leur liaison à des récepteurs spécifiques de surface ou à des protéines de 

la MEC [84]. La liaison à ces récepteurs déclenche une cascade d'événements moléculaires dont 

l’étape finale est la liaison des facteurs de transcription aux promoteurs de gènes qui régulent 

la traduction des protéines contrôlant le cycle cellulaire, la motilité et la différenciation 

cellulaire. Ainsi, les facteurs de croissance apparaissent comme de potentiels outils de 

promotion de la cicatrisation. Cependant, leur administration à des patients présente certaines 

limites en raison de leur faible stabilité in vivo. De nombreuses protéases sont activées dans le 

lit de la plaie et peuvent dégrader les facteurs de croissance produits physiologiquement comme 

ceux administrés. Cette stratégie est très utile dans le traitement de plaies chroniques où le 

niveau de facteurs de croissance est diminué. Certains sont déjà commercialisés en Amérique 

du Sud et Nord et en Asie, tels l’EGF (HEBERPROT-P, REGEN-D™ 150, EASYEF®), le 

PDGF (REGRANEX® (Becaplermin)) et le FGF2 (FIBLAST®) [85]. Ces traitements doivent 

être administrés toute les 12 heures ou 24 heures et requièrent de fortes doses pour obtenir les 

effets escomptés. Même si ces traitements semblent être bien tolérés (à l’exception du 

REGRANEX® qui semble être impliqué dans la formation de cancers), des effets indésirables 

peuvent survenir si l'on atteint des niveaux systémiques élevés, ce qui limite leur application 

clinique.  

La famille des FGF compte 23 membres dont les plus impliqués dans la cicatrisation cutanée 

sont le FGF2, FGF7 et le FGF10 [86]. Ces FGF sont produits entre autre par des kératinocytes, 

des fibroblastes, des cellules endothéliales et des mastocytes. Le FGF2 est augmenté dans les 
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plaies aiguës et joue un rôle dans la réépithélialisation, la formation du tissu de granulation et 

le remodelage tissulaire [87]. Des études in vitro ont démontré que le FGF2 régule la synthèse 

et le dépôt des composants de la MEC, augmente la mobilité des kératinocytes durant la 

réépithélialisation [88], promeut la migration des fibroblastes et les stimulent à produire des 

collagénases [89]. Les FGF2 avec les protéoglycanes à héparane sulfate (heparan sulfate 

proteoglycans, HSPG) agissent comme des agonistes aux récepteurs à FGF (FGFR). Le FGF2 

peut interagir avec quatre FGFRs (FGFR1 à FGFR4) [87]. La liaison du FGF2/HSPG aux 

FGFR induit la dimérisation des monomères des récepteurs, suivie de l’autophosphorylation 

des résidus de tyrosine situés dans le domaine kinase cytoplasmique. Cette étape de 

phosphorylation permet l’activation des voies de signalisation intracellulaire (protéines kinases 

C (protein kinases C, PKC), MAP kinases (mitogen-activated protein kinases, MAPK), c-Jun 

N-terminal kinases (c-Jun N-terminal kinases, JNK), Janus kinases-STAT (Janus 

kinases/signal transducers and activators of transcription, JAK-STAT), phosphoinositide 3-

kinases (phosphoinositide 3-kinases, PI3K) aboutissant à des processus tels que la prolifération, 

la différenciation et la migration cellulaire, l’anti-apoptose et l’angiogenèse (Figure 18) [90] 

[91]. 

 

Figure 18 : Voie de signalisation du récepteur FGFR (adaptée de Touat et al., 2015) [91]. Le FGF se 
lie aux monomères de FGFR, conduisant à la dimérisation puis à l'autophosphorylation du résidu 
tyrosyl des récepteurs. Ceci engendre l'activation du FGFR et de diverses protéines en aval, entraînant 
une prolifération, une différenciation, une survie cellulaire, une anti-apoptose et une angiogenèse. 
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Une molécule comme le FGF2 est donc un outil efficace susceptible d’accélérer la 

reconstruction tissulaire en stimulant la réépithélialisation, la formation du tissu de granulation, 

l’angiogenèse et le remodelage tissulaire. 

III. Les nanoparticules comme outils innovants de vectorisation de 

principes actifs pour la cicatrisation cutanée 

Un état de l’art des différents types de NP, utilisées pour la cicatrisation des plaies et leur 

association avec des matrices pour former un biopansement, a été publié dans une revue jointe 

à la fin de cette section : « Nanoparticle-Based Dressing: The Future of Wound Treatment? 

Berthet M, Gauthier Y, Lacroix C, Verrier B, Monge C. Trends in biotechnology. 

2017;35(8):770-84. doi: 10.1016/j.tibtech.2017.05.005. PubMed PMID: 28645529 ». Les 

références des travaux mentionnés dans cette section sont associées à la revue. 

Pour créer un vocabulaire unitaire l’organisation internationale de normalisation (international 

organization for standardization, ISO) a établi la norme ISO/TS 80004-2:2015 qui définit les 

nano-objets comme ayant des dimensions à l'échelle nanométrique s'étendant 

approximativement de 1 nm à 100 nm. Ces normalisations terminologiques sont destinées à 

faciliter la communication entre différents organismes et membres de l'industrie et leurs 

interlocuteurs. Ainsi, les trois formes les plus élémentaires de nano-objets sont les 

nanoparticules, les nanofibres et les nanoplaques. Ces nano-objets ont respectivement 3, 2 et 1 

dimension(s) externe(s) à l’échelle nanométrique. Une autre définition a été publiée par la 

Commission Européenne le 18 octobre 2011 dans le cadre d’une recommandation, celle-ci est 

en cours de révision. « On entend par « nanomatériau » un matériau naturel ou formé 

accidentellement ou manufacturé contenant des particules libres, sous forme d’agrégat ou sous 

forme d’agglomérat, dont au moins 50 % des particules (ce seuil peut être abaissé à 1% dans 

des cas spécifiques), dans la répartition numérique par taille, présentent une ou plusieurs 

dimensions externes se situant entre 1 nm et 100 nm ». D’autres définitions ont été publiées et 

toutes mentionnent comme élément commun la taille comprise entre 1 et 100 nm.  

Néanmoins, dans la communauté scientifique, le terme nanomatériau n’est souvent pas utilisé 

à son juste terme, mais par abus de langage. Par exemple, les NP évoquées dans ce projet de 

recherche ont un diamètre supérieur à 100 nm, elles sont qualifiées de particules 



Etude bibliographique : Chap III. Les traitements actuels et en cours de développement 

59 

 

submicroniques avec un diamètre compris entre 100 nm et 1 μm. Pour nous conformer à l’usage 

de la littérature sur le sujet, nous continuerons d’utiliser le terme de NP dans ce manuscrit. 

a. Les différents types de NP utilisées pour le traitement des plaies 

Comme mentionné dans la partie exposant les traitements actuels, le principal inconvénient de 

toutes les thérapies conventionnelles est leur effet limité, car elles ne permettent que d’initier la 

cicatrisation sans en stimuler les phases qui la définissent. Par conséquent, les nouveaux 

concepts de pansements devraient être élaborés à partir de matériaux biodégradables et 

biocompatibles ciblant des événements spécifiques du processus de cicatrisation, afin 

d'accélérer la fermeture de la plaie et de restaurer la fonctionnalité du tissu cicatrisé. Des outils 

issus de la nanomédecine, en particulier les NP, ouvrent la voie à de nouvelles stratégies pour 

améliorer les thérapies de régénération tissulaire. La composition chimique des NP peut induire 

par elle-même des effets biologiques. Ceux-ci peuvent être combinés à l’activité d’un principe 

actif fixé aux NP pour améliorer l'efficacité du traitement. En effet, une supériorité des NP par 

rapport aux pansements actuels résulte de leur capacité à transporter, à protéger et à permettre 

une libération progressive de molécules actives. Les effets secondaires sont diminués en raison 

d'une plus petite quantité de principe actif vectorisé et libéré par les NP dans le lit de la plaie. 

Enfin, l'incorporation des NP dans une matrice permet des actions synergiques entre les NP et 

leur support et constitue un nouveau concept de pansements favorisant la cicatrisation par 

régénération.  

Les NP sont classées en deux catégories de par leur nature physico-chimique : les NP non 

polymériques et les NP polymériques.  

Les NP non polymériques regroupent les NP métalliques, céramiques et lipidiques. Les NP 

d’argent et d’or nues sont utilisées comme agent thérapeutique, principalement pour leurs 

propriétés intrinsèques antibactériennes et anti-inflammatoires. Actuellement, seules les NP 

d’argent sont commercialisées parmi l’ensemble des NP existantes (polymériques et non 

polymériques) pour leur activité antibactérienne, leur biocompatibilité, leur faible coût et leur 

faible toxicité systémique. Elles sont intégrées dans des pansements, gels ou crèmes pour le 

traitement de plaie chronique ou de brûlure infectée. Ce système de délivrance améliore 

l’efficacité antibactérienne en agissant directement sur le site de l’infection et contribue à 

limiter la résistance bactérienne au traitement en limitant les quantités d’antibactériens. En plus 
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des effets anti-inflammatoires, les NP d’argent ont montré leur capacité à accélérer le processus 

de cicatrisation en agissant principalement sur la réépithélialisation. Les NP d’or sont également 

utilisées pour délivrer des principes actifs aux propriétés antioxydantes (acide lipoïque ou 

gallate d'épigallocatéchine) accélérant la cicatrisation en régulant l’inflammation et 

l’angiogénèse. Elles peuvent être aussi utilisées pour vectoriser des acides nucléiques tels que 

de l’ARN interférent (siARN) dont le rôle est de sous-exprimer spécifiquement des gènes qui 

sont sur-exprimés dans les plaies chroniques. Les NP de palladium, platine et d’oxyde de cérium 

ont montré des effets similaires aux NP d’or. Les NP en céramiques, à base de calcium et 

d’hydroxyapatite, ont également des propriétés curatives intrinsèques en agissant sur 

l’inflammation, la réépithélialisation et le remodelage tissulaire. Ces NP peuvent vectoriser des 

principes actifs aux propriétés antioxydantes, anti-inflammatoires et anti-infectieuses 

(curcumine). Parmi les NP lipidiques on trouve les liposomes et les vecteurs lipidiques 

nanostructurés. Elles n'ont pas d'effets thérapeutiques intrinsèques évidents, et sont largement 

utilisées pour leur capacité à transporter des principes actifs comme la curcumine et la 

quercétine, des facteurs de croissances (EGF) et des acides nucléiques.  

Les NP polymériques, sont à base de polymères naturels ou synthétiques. Des études réalisées 

avec des NP polymériques naturelles ou synthétiques, seules ou en association avec des 

matrices en développement, sont listées dans le tableau 1 de la revue [30]. Les polymères 

naturels sont issus de sources naturelles telles que le collagène, la gélatine ou divers 

polysaccharides, qui se trouvent dans la MEC des plantes (cellulose) ou des animaux (chitosane, 

acide hyaluronique). Le chitosane est un polymère approuvé par la Food and Drug 

Administration (FDA) pour ses propriétés de biodégradabilité, biocompatibilité, 

biorésorbabilité. Les polymères synthétiques comprennent le poly (acide lactique) (poly(lactic 

acid), PLA), le poly (acide glycolique) (poly(glycolic acid), PGA), le poly (acide lactique-co-

glycolique) (poly(lactic-co-glycolic acid), PLGA) - un copolymère de PLA et de PGA, le 

polycaprolactone (polycaprolactone, PCL) et le polyéthylène glycol (polyethylene glycol, 

PEG). Ces polymères ont déjà été approuvés par la FDA et l’EMA pour des dispositifs 

chirurgicaux, tels que les fils de suture et les implants. Ces polymères synthétiques ont des 

propriétés intrinsèques, le PLGA et le PLA stimulent naturellement l'angiogenèse et le 

chitosane présente une activité antimicrobienne. Néanmoins, ils sont principalement utilisés 

pour transporter des principes actifs. Par exemple, les NP de PLGA vectorisent des 

antibiotiques (gentamicine), des antiseptiques (chlorhexidine), des anti-inflammatoires et 



Etude bibliographique : Chap III. Les traitements actuels et en cours de développement 

61 

 

antioxydants (curcumine), des facteurs de croissances (VEGF, PDGF, EGF, FGF) ou des acides 

nucléiques comme ADN plasmidique ciblant différentes phases de cicatrisation.  

Les NP ont la capacité de transporter, de protéger et de maintenir la libération de principes actifs 

qui sont fragiles et/ou sensibles aux conditions in vivo. L'administration topique des NP permet 

un ciblage efficace, une amélioration de l'efficacité des principes actifs et une réduction de la 

dose de médicament, diminuant ainsi les effets secondaires tels que la résistance bactérienne 

aux antibiotiques et la toxicité systémique. Ainsi, des matrices à bases de NP apparaissent 

comme un outil novateur pour surmonter les limites des traitements actuels. Ces matrices sont 

à bases de nanofibres, d’hydrogels, de membranes et de films ou d’association de matrices 

multiples. Leur association avec des NP est décrite dans la revue [30]. 

b. De la synthèse à l'utilisation clinique des NP 

Leur utilisation clinique nécessite une production à échelle industrielle. Plusieurs paramètres 

doivent être maîtrisés, tels que la taille des NP, l'efficacité de chargement du principe actif, la 

stérilité, la non-toxicité et la stabilité au stockage. Des contrôles supplémentaires sont 

obligatoires pour l'obtention de licences en tant que systèmes de délivrance de principes actifs. 

1. Méthodes de synthèse à échelle industrielle  

De nombreux efforts sont déployés pour synthétiser des NP à partir de la chimie verte et des 

méthodes de production respectueuses de l'environnement. C’est le cas des NP métalliques 

comme les NP d'argent, les NP d'or, les NP d'oxyde de cérium et les NP palladium et de platine. 

Ces processus évitent l'utilisation de produits chimiques toxiques et de solvants puisque la 

synthèse de ces NP est réalisée par des microorganismes, tels que les champignons, les 

bactéries, les plantes ou en utilisant des glycosaminoglycanes comme agents réducteurs.  

Pour répondre au besoin de biocompatibilité, la stérilisation des NP est une étape obligatoire. 

La stérilisation par irradiation γ est généralement possible. La stérilisation des NP céramiques 

telles que les NP d'hydroxyapatite peut être réalisée par autoclavage selon une procédure 

validée pour les applications biomédicales. La production à grande échelle de ces NP repose 

sur un protocole modifié de co-précipitation utilisant une matrice d'amidon gélatinisée sans 

toxines et sans tensioactifs. La synthèse des NP lipidiques et polymériques est basée sur 

diverses méthodes d'émulsion-diffusion de solvant avec des faibles quantités d'agents 
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tensioactifs, tels que le poly (alcool vinylique) (polyvinyl alcohol, PVA) pour stabiliser les NP. 

Les solvants ou les composants toxiques sont éliminés par évaporation, filtration ou lavages. 

La synthèse à grande échelle des NP polymériques, telles que les NP de PLGA, a été réalisée 

par modification des protocoles d’émulsion-diffusion des solvants. Les synthèses de NP 

lipidiques à grande échelle sont basées sur des méthodes reposant sur l'injection d'éthanol, 

d'homogénéisation à haute pression ou de dialyse. Bien que la stérilisation par irradiation γ 

puisse être utilisée pour les deux types de NP, la stérilisation par filtration à travers un filtre à 

membrane de 0,2 mm est mieux adaptée aux NP polymériques.  

2. La réglementation régissant l’utilisation des NP 

De nombreuses formulations de NP induisent des effets bénéfiques significatifs sur la 

cicatrisation dans différents modèles expérimentaux. Néanmoins, aucun essai clinique contrôlé 

par la FDA ou d’autres instances internationales n'a été lancé à ce jour. Le développement de 

protocoles standardisés pour caractériser les NP est nécessaire pour valider leur efficacité et 

s’assurer de leur non-toxicité. En effet, selon la FDA et le National Institutes of Health (NIH), 

pour accélérer la transition des laboratoires de recherche vers des applications cliniques, des 

efforts considérables doivent être investis dans le développement de normes de caractérisation, 

pour obtenir une meilleure information sur la toxicité médicale et environnementale des 

nanomatériaux. Cependant, certaines NP ont déjà été approuvées par la FDA et sont utilisées 

depuis de nombreuses années pour des applications médicales telles que la vaccination 

(antigènes de la grippe ou de l'hépatite A) et les traitements du cancer (cancer de la prostate 

utilisation de leuprolide). Ces observations sont prometteuses quant à l’utilisation des NP pour 

le traitement des plaies dans le futur. 

3. Problèmes de toxicité 

Bien que les processus d’élaboration des NP par chimie verte et la stérilisation permettent la 

synthèse de NP cliniquement sûres, des propriétés extrinsèques peuvent entraîner une toxicité. 

Par exemple, la distribution et l'accumulation des NP non biodégradables dans des zones non 

souhaitables (comme le cerveau) peuvent être potentiellement toxiques pour l'hôte. Pour éviter 

ces risques, des études de suivi in vivo et de biodistribution des NP non biodégradables sont 

essentielles avant leur utilisation en clinique. Ces études ne sont pas systématiquement requises 

pour les NP biodégradables ayant un profil de dégradation rapide et sûr. Les pansements à base 
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de NP d’argent chez l’homme sont sujets à controverse en raison de la toxicité des ions argent, 

qui stimulent la production de ROS. Les NP d'or de taille inférieure à 5 nm ont montré qu'elles 

favorisent la production de ROS et provoquent des dommages à l'ADN. Cependant, cette 

toxicité peut être contrôlée en maîtrisant certains paramètres comme la taille des NP ou la 

concentration en ions argent.  

Pour conclure, les composites nanoparticulaires constituent l’avenir des systèmes de délivrance 

de principes actifs pour la cicatrisation des plaies. Les challenges actuels sont l’introduction de 

NP multifonctionnelles dans des matrices, pour constituer un pansement biologique innovant 

qui libère progressivement les principes actifs dans le lit de la plaie. Les processus de synthèse 

utilisant la chimie verte sont des prérequis pour la création de ces biopansements à base de 

polymère biodégradable, biocompatible et biorésorbable. Le polymère biodégradable PLGA 

est l’un des plus adaptés pour la production de NP à des fins cliniques, car il protège les 

principes de la dégradation biologique, améliore la stabilité et maintient une libération 

prolongée permettant une réduction des doses de principes actifs utilisés. De nouvelles 

stratégies fondées sur l'expression ou non de certains gènes impliqués dans la cicatrisation sont 

étudiées, où les acides nucléiques constituent une nouvelle classe de principes actifs et les NP 

leurs systèmes de délivrance.  
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Objectif du projet de thèse 

Dans le contexte et le cadre décrits en introduction de ce travail et dans l’analyse 

bibliographique, l’objectif précis de mon travail de recherche est de développer une thérapie 

innovante pour le traitement des plaies cutanées profondes, fondée sur l’utilisation de 

nanoparticules de poly(acide lactique) biocompatibles et biodégradables, capables de délivrer 

des principes actifs impliqués dans la régénération tissulaire.  

Cette recherche se décline en trois grandes macro-tâches :  

1) Produire des NP de PLA vectrices a) d’un antioxydant, la vitamine E (VE), afin de contrer 

la surproduction délétère d’espèces réactives de l’oxygène induite par une plaie profonde, et/ou 

b) du facteur de croissance des fibroblastes 2 (FGF2), pour induire la prolifération, la migration 

des cellules endothéliales et la néoangiogénèse impliquées dans la reconstruction tissulaire.  

2) Evaluer in vitro l’efficacité de ces NP fonctionnalisées par les molécules bioactives.  

3) Mettre au point un modèle expérimental in vivo de plaie cutanée profonde, afin d’initier une 

étude préclinique d’efficacité de nos NP « médicalisées ». 

Ensuite, une fois ces tâches réalisées dans le cadre de la thèse, l’objectif est, dans le cadre plus 

large du projet PaNaCée évoqué en introduction, d’insérer ces NP actives dans une matrice 

nano-fibrillaire « support » porteuse de molécules anti-infectieuses, afin de réaliser un 

pansement bioactif-biodégradable, utilisable sur le terrain, favorisant dans un environnement 

aseptique, la colonisation cellulaire, la cicatrisation rapide et la reconstruction d’un derme 

fonctionnel.
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Résultat I. Encapsulation de vitamine E dans des NP 

de PLA et évaluation de leur activité in vitro 

Introduction 

En raison du rôle central des ROS dans le processus de cicatrisation, le maintien de l’équilibre 

de la balance pro-oxydant/antioxydant est une cible thérapeutique dans le développement de 

nouvelles stratégies, pour endiguer l’inflammation excessive des plaies cutanées. La vitamine E 

(VE) est à cet égard un outil intéressant. C’est un antioxydant liposoluble, de nature non 

enzymatique, qui se présente sous plusieurs formes : 4 tocophérols et 4 tocotriénols (formes α, 

β, γ et δ). La structure moléculaire est constituée d’un noyau chromanol et d’une chaîne latérale 

phytyle saturée en position C2. La forme α-tocophérol est la plus abondante dans l’organisme 

et la plus active biologiquement. L’α-tocophérol présente huit stéréoisomères (RRR, RSR, 

RRS, RSS ; SRR, SSR, SRS, SSS), qui diffèrent entre eux par la position des groupements 

méthyle en C2, C4 et C8 des chaînes latérales. Les tocophérols de source naturelle ont une seule 

structure, la forme RRR (d-α-tocophérol) alors que l’α-tocophérol synthétique, appelé all-rac-

α-tocophérol ou dl-α-tocophérol, est un mélange racémique des huit stéréoisomères (Figure 

19). Comme mentionné ci-dessus, la VE protège les lipides membranaires contre l'oxydation. 

En effet, une molécule de α-tocopherol peut piéger deux radicaux peroxylés responsables de 

l'initiation de l'oxydation lipidique.  

 

Figure 19 : Structure chimique de la vitamine E naturelle et synthétique (adapté de Vagni et al. 2011) 
[92]. 

La VE en application topique a déjà montré son efficacité dans la protection de la peau des 

coups de soleil, du photovieillissement et des maladies cutanées comme l’eczéma ou le 
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psoriasis. De par son action anti-antioxydante, la VE est donc susceptible de moduler la réaction 

inflammatoire, d’accélérer la cicatrisation des plaies et d’éviter la formation de cicatrice 

hypertrophique. Cependant, la formulation de α-tocophérol en tant que principe actif est 

difficile, de par sa forte hydrophobicité et sa sensibilité à l’oxygène et la lumière. Différentes 

techniques de nanoencapsulation ont été utilisées pour protéger cette molécule bioactive, 

permettant ainsi d’augmenter sa stabilité et de prolonger sa durée de délivrance. 

L’objectif principal de la présente étude a été de développer une nouvelle formulation à base 

d’α-tocophérol. Notre travail a consisté à encapsuler de la VE (dl-α-tocophérol) dans des NP 

de PLA par la méthode de nanoprécipitation, sans ajout de tensioactifs et à optimiser 

l’encapsulation de l’α-tocophérol. Ces formulations ont été caractérisées par des méthodes 

physico-chimiques et des méthodes in vitro pour évaluer leur potentiel en tant que système de 

délivrance de VE sur la cicatrisation des plaies. Pour atteindre cet objectif une étude préalable 

a été réalisée pour évaluer l’influence du taux de chargement sur les caractéristiques de NP de 

PLA-VE, comme le pourcentage d’encapsulation, le diamètre hydrodynamique, l’indice de 

polydispersité et le potentiel zêta. Une fois le taux de chargement optimal pour les formulations, 

c’est-à-dire le taux de chargement permettant d’introduire la plus grande quantité de VE avec 

le minimum de modifications des paramètres physico-chimiques, une seconde étude a été 

réalisée pour évaluer la stabilité et le relargage de la VE des NP de PLA-VE. La cytotoxicité et 

l’action antioxydante des NP de PLA-VE ont été évaluées sur des fibroblastes issus de culture 

primaire.   
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I. Matériels et méthodes 

a. Synthèse des NP de PLA-VE 

Les NP de PLA (Poly (D,L-acide lactique)) ; PLA 50 Mn = 50 000 g/mol, distribution des 

masses molaires Mw/Mn = 1,7) encapsulant de la VE (Sigma, T3251-56) ont été élaborées par 

nanoprécipitation sans utilisation de tensioactifs [93]. Brièvement, 1,0 g de polymère de PLA 

est dissout dans 49,25 mL d’acétone (Carlo Erba, 301505) sous agitation magnétique à 250 rpm, 

pendant 10 min. Une solution de vitamine E à 100 μg/mL en acétone a été préparée. Un volume 

de 750 μL de la solution de vitamine E a été ajouté à la solution de polymère. Le mélange est 

laissé sous agitation magnétique à 250 rpm, pendant 5 min. La solution contenant le polymère 

et la vitamine E est placée dans une ampoule à décanter et est coulée en un léger filet dans un 

ballon, contenant 20 mL d’eau stérile (OTEC, 600499) et 15 mL d’éthanol 96°C (Carlo Erba, 

3086412) placé sous agitation magnétique à 250 rpm. En fin de coulée, 10 mL d'eau ont été 

ajoutés à la solution de particules néo-formées. Les solvants organiques ont été évaporés sous 

vide partiel à 32°C, à l’aide d’un rotavapor (BUCHI). Les NP de PLA sans VE sont préparées 

selon le même protocole à l’exception de l’ajout de VE dans la solution de polymère. La fraction 

de VE encapsulée dans les NP de PLA a été déterminée après centrifugation à 16 896 x g 

pendant 30 min. Le surnageant est collecté pour déterminer la fraction de VE non encapsulée. 

Le culot est lavé deux fois avec de l’eau stérile et centrifugé à 16 896 x g pendant 15 min. Le 

culot a été congelé -20°C et lyophilisé pendant 6 h pour ensuite déterminer la fraction de VE 

encapsulée.  

b. Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-VE 

1. Diamètre, indice de polydispersité, potentiel zêta des NP 

Le diamètre hydrodynamique (nm) et l’indice de polydispersité (Ip) des NP de PLA et des NP 

de PLA-VE ont été mesurés par diffusion dynamique de la lumière (dynamic light scattering, 

DLS) et le potentiel zêta a été déterminé par électrophorèse en utilisant un Zêta Sizer Nano Zen 

5600 (Malvern Instruments, UK). Les NP ont été diluées à 1 mM en NaCl pour effectuer ces 

mesures. Les valeurs retenues sont la moyenne de quatre mesures indépendantes. 
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2. Morphologie des NP de PLA-VE 

La morphologie des NP de PLA et des NP de PLA-VE a été observée par microscope 

électronique à balayage (MEB) comme précédemment décrit [94]. Brièvement, une goutte de 

NP diluées en eau (0,15% (m/m)) a été déposée sur une lamelle en verre (coverslip) fixée sur 

un plot (Aluminum mount, Slotted Head, Electron Microscopy Sciences). Après séchage dans 

un incubateur à 37°C, quelques points avec un vernis argent (Silver Conductive Adhesive 

18DB7OX, Electro Microscopy Sciences) ont été effectués sur les parois du plot avant 

d’observer les NP au MEB (FEG Hitachi S800).  

3. Rendement d’encapsulation de VE dans les NP 

Le rendement d’encapsulation de VE dans les NP de PLA estime la quantité de VE encapsulée 

dans les NP de PLA-VE. Le surnageant a été utilisé pour doser la quantité de VE non 

encapsulée. Le culot a été resuspendu dans 1 mL d’acétonitrile grade HPLC (Carlo ERBA, 

V4C712284E). Une HPLC (Agilent 1100 Series) a été utilisée pour quantifier la concentration 

de VE. Une colonne HPLC de silice C18 (LiChroCART® 125-4 RP-18e (5 μm), Merck 

Millipore) a été utilisée avec un débit d’élution de 0,8 mL.min-1. Un mode isocratique a été 

réalisé avec un éluant composé de 99% CH CN, 1% H20 et 0,1% C2HF3O2. Un volume de 

40 μL de l’échantillon est injecté. Une gamme de calibration en Vitamine E diluée en 

acétonitrile de 1 μg/mL à 100 μg/mL a été réalisée. La longueur d’onde de détection de la 

Vitamine E a été fixée à 290 nm. La concentration totale de VE contenue dans le lot de NP de 

PLA-VE (fraction libre et encapsulée) ainsi que la concentration de VE encapsulée dans le lot 

de NP de PLA-VE ont été mesurées pour déterminer le taux de chargement, l’efficacité 

d’encapsulation et le rendement d’encapsulation de VE dans les NP de PLA. Les équations sont 

présentées dans l’encadré ci-dessous [95] : 

 

Taux de chargement (%) :  

Cr : concentration de VE dans les NP (HPLC, culot) (μg/mL) 

Vr : volume de la solution de NP-VE (Volume dans lequel on reprend le culot de NP-VE) (mL) 

m NP PLA-VE : masse du culot (μg) 
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Efficacité d’encapsulation (%) :  

m VE : masse de VE initialement introduite lors de la synthèse du lot (masse théorique) (g) 

m PLA : masse de PLA initialement introduite lors de la synthèse du lot (masse théorique) (g) 

Rendement d’encapsulation (%) :  

C NP-VE culot : concentration dosée dans le culot (μg/mL) 

C NP-VE totale : concentration dosée dans le lot entier de NP-VE (μg/mL) 

4. Détermination du taux de solide des NP de PLA. 

Le taux de solide détermine la concentration massique de la solution de particules. Il est mesuré 

pour chaque lot de particules après leur synthèse et est calculé à partir de la pesée d’un volume 

de dispersion humide puis séché à l’étuve une nuit à 50°C. Des triplicats sont effectués pour 

chaque lot de particules. Le taux de solide est exprimé selon l’équation suivante : 

Taux de solide (%) =  ×100 

c. Etude de stabilité des NP de PLA-VE  

Cette étude de stabilité a été réalisée immédiatement après la synthèse de trois lots indépendants 

de NP de PLA-VE pour s’assurer de la robustesse des résultats (N=3). Au jour 0, des aliquots 

des 3 lots de NP de PLA-VE ont été suspendus dans de l’eau (3% (m/m)) et transférés à chaque 

fois dans 2 tubes en polypropylène de 5 mL (n=2). Ils ont été stockés soit à 4°C, soit dans des 

incubateurs à 27°C et 37°C. Aux jours 0, 7, 14, 21 et 28, 10 μL ont été prélevés pour mesurer 

le diamètre, l’Ip, le potentiel zêta des NP de PLA-VE et 500 μL ont été prélevés pour déterminer 

le rendement d’encapsulation en VE, comme décrit dans les sections I.b.1et I.b.3. Aux jours 0, 

14 et 28, la morphologie des NP de PLA-VE a été contrôlée par prélèvement de 2,5 μL des lots 

comme décrit dans la section I.b.2.  
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d. Profil de relargage in vitro de la VE des NP de PLA-VE 

La libération in vitro de VE des NP de PLA-VE a été étudiée dans des milieux différents aux 

caractéristiques physico-chimiques proches de l’environnement d’une plaie. (i) Un premier 

système composé de deux phases (hydrophile/lipophile) utilisant du PBS 1X comme phase 

hydrophile et de l’hexane comme phase lipophile a été développé pour mimer l’environnement 

du stratum corneum de la peau [96]. (ii) Un second système de relargage a été développé, 

composé d’une phase hydrophile à pH acide avec ou sans tensioactif (Tween 20), pour mimer 

l’environnement acide de la plaie et les membranes cellulaires [97]. 

(i) Des NP de PLA-VE (taux de chargement VE de 10%) ont été suspendues dans du PBS 1X 

(4 mL, 0,06% (m/m)) et ajoutées à un même volume d’hexane (Sigma Aldrich, 15671) dans 

des flacons en verre [96]. Les flacons, fermés par un bouchon en plastique et entourés de 

parafilm, ont été placés à TA (TA) sur un agitateur rotatif à 35 rpm. Aux temps 30 min, 1 h, 

3 h, 5 h, 24 h, 48 h, 72 h et 1 semaine, 1 mL des suspensions de NP de PLA-VE contenues dans 

la phase hydrophile sont prélevés et centrifugés 30 min, à 16 896 x g. La VE contenue dans le 

culot a été analysée par HPLC comme décrit dans la section I.b.3. Une gamme étalon de VE 

dans de l’acétonitrile est réalisée de 1,5 μg/mL à 100 μg/mL pour quantifier la VE contenue 

dans le culot. Cette étude a été réalisée deux fois sur un lot de NP de PLA-VE et des triplicats 

sont réalisés pour chaque temps (N=2, n=3). La quantité de VE libérée à chaque temps (t « x ») 

a été déterminée et est exprimée comme le pourcentage de VE libérée des NP de PLA selon 

l’équation suivante : 

Pourcentage de libération des NP de PLA-VE (%) =100 -   

(ii) Des NP de PLA-VE (taux de chargement VE de 7%) ont été suspendues dans du tampon 

citrate pH 5,6 (0,5% (m/m)) avec ou sans 6% de Tween 20 [97]. 1 mL de NP de PLA-VE a été 

distribués dans des tubes Eppendorf de 2 mL et stockés à 37°C sous agitation à 0,009 x g (25 

rpm). Aux temps 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 24 h les suspensions de NP de PLA-VE sont 

centrifugées à 16 896 x g pendant 15 min et la VE libérée dans le surnageant (500 μL) a été 

dosée selon la méthode décrite dans la section I.b.3. Une gamme de calibration de la VE dans 

le tampon citrate pH 5,6 avec 6% de Tween 20 est réalisée de 100 μg/mL à 700 μg/mL pour 

quantifier la VE contenue dans les échantillons contenant 6% de Tween 20. Une gamme de 

calibration de la VE dans l’acétone est réalisée de 1,5 μg/mL à 100 μg/mL pour quantifier la 
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VE contenue dans les échantillons sans Tween 20. Cette étude a été réalisée sur deux lots 

indépendants de NP de PLA-VE et des triplicats sont réalisés pour chaque temps (N=2, n=3). 

La quantité de VE libérée à chaque temps (t « x ») a été déterminée et est exprimée comme le 

pourcentage de VE libérée des NP de PLA selon l’équation suivante :  

VE libérée des NP de PLA (%) =  x 100 

e. Tests d’efficacité in vitro 

1. Les cultures de cellules 

Une lignée de fibroblastes embryonnaires de souris NIH3T3 (CelluloNet : CRB de Lignées 

Cellulaires) a été cultivée dans un milieu DMEM complet composé de DMEM 1X (4,5 g/L D-

Glucose), (Gibco par life technologies, 31053-028) supplémenté par un mix d’antibiotiques 

pénicilline-streptomycine (100 Unités/mL Pénicilline, 100 μg/mL Streptomycine) (Life 

technologies, 15070-063) et par 10% de SVF (Gibco, by life technologies, 10270-106), 

1 mmol/L de pyruvate (100 mM, S11-033, PAA Cell culture compagny), et 1X de L-glutamine 

(200 mmol/L 100X, 25030-024, Gibco by life technologies).  

Des fibroblastes dermiques primaires humains NHDF (Normal Human Dermal Fibroblast), 

isolés de prépuce néonatal, ont été obtenus auprès de PromoCell (ref C-12300, Heidelberg, 

Allemagne). Ces cellules sont mises en culture dans un milieu DMEM-F12 1:1, Glutamax (Life 

technologies) supplémenté par 10% de SVF et par de la pénicilline-streptomycine (100 

Unités/mL pénicilline, 100 μg/mL streptomycine).  

Les cellules NIH3T3 et NHFD sont cultivées à 37°C, sous 5% de CO2 et décollées des flasques 

lorsqu’elles atteignent 80% de confluence par une solution de trypsine-EDTA (0,5%) (Life 

technologies, 15400-054) avec un ratio de sous culture de 1:5. 

2. Etude de cytotoxicité des NP de PLA et des NP de PLA-VE 

La cytotoxicité de la formulation a été testée sur les NHDF à l’aide du « Cytotoxicity Detection 

Kit Plus (LDH) » (Roche, 04 744 934 001). La lactate déshydrogénase (LDH) est une enzyme 

cytoplasmique stable dans toutes les cellules. Elle est rapidement libérée dans le surnageant de 

culture cellulaire lorsque la membrane cellulaire est endommagée. L’augmentation de l’activité 
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LDH du surnageant de culture est corrélée à l’augmentation de la mort cellulaire. Les cellules 

NHDF (50 000/puits) sont ensemencées en milieu de culture complet dans des plaques de 96 

puits et incubées pendant 30 h. Les cellules sont traitées par 300 μL de milieu de culture avec 

1% SVF dépourvu d’antibiotiques et de pyruvate avec de la VE à 4,3 μg/mL (10 μM) ou 

2,2 μg/mL (5 μM), ou des NP de PLA-VE aux mêmes concentrations en VE (10 et 5 μM), ou 

des NP de PLA nues à 30 μg/mL et 300 μg/mL pendant 24 h, 48 h et 72 h (N=1, n=4). Aux 

différents temps, 150 μL de milieu est retiré de tous le puits. Un contrôle positif avec une 

solution de lyse est effectué en incubant les cellules 15 min avec 5 μL de solution de lyse à TA. 

Un surnageant de culture non traité sert de contrôle négatif. Les cellules sont incubées 10 min 

à TA à l’abri de la lumière, en présence de 100 μL du mélange « reaction mixture ». Pour finir, 

50 μL de solution « stop » sont ajoutés à chaque puits avant de mesurer l’absorbance à 490 nm.  

Le pourcentage de cytotoxicité est calculé selon l’équation suivante : 

Cytotoxicité (%) =  x 100 

3. Etude de l’activité antioxydante des NP-VE 

La quantité de ROS intracellulaire a été mesurée par fluorimétrie en utilisant la sonde carboxy-

H2DCFDA (6-carboxy-2',7'-dichlorodihydrofluorescéine diacétate) (Life technologies, C-

400). Cette sonde est hydrolysée par des estérases cellulaires en carboxy-DCFH (6-carboxy-

dichlorodihydrofluorescéine) dont l’oxydation par les ROS en carboxy-DCF fluorescent (6-

carboxy-2’,7’-diclorofluorescéine) permet de quantifier le taux de peroxyde d’hydrogène 

(H2O2) intracellulaire. L’intensité de fluorescence est proportionnelle à la quantité de ROS 

intracellulaires. Brièvement, les fibroblastes NIH3T3 (40 000 cellules/puits) ont été mis en 

culture dans des plaques de 96 puits en milieu complet, puis incubés pendant 24 h. Les cellules 

ont été traitées avec de la VE à 1,1 μg/mL (2,5 μM), des NP de PLA-VE à la même 

concentration en VE (2,5 μM) et des NP de PLA nues à 130 μg/mL pendant 16 h (N=1, n=11). 

Les cellules ont ensuite été lavées deux fois avec du PBS 1X, puis ont été traitées avec 10 μM 

de carboxy-H2DCFDA pendant 2 h à 37°C, 5% CO2. L’excès de sonde est éliminé en lavant 

deux fois les cellules au PBS 1X. Ensuite, les cellules ont été stressées par ajout de phorbol 12-

myristate 13-acétate à 1 ng/mL (PMA, Sigma, P8139-1MG). La fluorescence émise par le 

réactif oxydé a été lue à 527 nm, après excitation à 495 nm toutes les 15 minutes, pendant les 

2 h de traitement au PMA, à l’aide d’un fluorimètre (Infinite 1100, Tecan). 
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II. Résultats 

Dans une précédente étude, nous avons étudié l’influence du taux de chargement en VE dans 

les NP de PLA sur la stabilité colloïdale pendant 56 jours. Des lots de NP de PLA-VE aux 

différents taux de chargements en VE (10%, 7%, 5%, 2,5%, 1,2%) ont été élaborés par 

nanoprécipitation (annexe Tableau 8). Après incubation à trois températures différentes (4°C, 

27°C et 37°C), la taille, l’Ip et la charge de surface ont été mesurés par DLS. En parallèle, la 

stabilité en regard du relargage de la VE des NP de PLA au sein des lots a été étudiée par HPLC 

pendant toute la durée de l’étude. Les lots de NP de PLA-VE aux différents taux de chargement 

en VE ont montré une bonne stabilité dans le temps et aux différentes températures. Le lot de 

NP de PLA-VE au taux de chargement de 7% a été sélectionné pour la suite de nos études, pour 

son taux de chargement élevé avec des caractéristiques physico-chimiques stables dans le temps 

et au trois températures (annexe Figure 36). 

a. Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-VE après synthèse 

Des NP de PLA sans VE et avec VE ont été élaborées par la technique de nanoprécipitation 

sans ajout de tensioactif et caractérisées (n=3) selon les protocoles décrit dans les parties I.a et 

I.b.1.2.3. Le diamètre, l’Ip et la charge de surface de NP de PLA et des NP de PLA-VE ont été 

mesurés après synthèse et sont résumés dans le Tableau 6.  

 

Tableau 6 : Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-VE et des NP de PLA nues (n=3). Le 
diamètre (nm), l’indice de polydispersité et le potentiel zêta (mV) sont obtenus par DLS. La 
concentration en VE encapsulée (μg/mL), l’efficacité d’encapsulation (%), le rendement 
d’encapsulation de VE dans les NP de PLA (%) et le taux de chargement en VE (mg de VE / g de PLA) 
sont déterminés par HPLC. Les résultats sont présentés comme étant la moyenne ± SD de trois mesures. 

Les NP de PLA-VE ont un diamètre moyen de 215,5 ± 2,3 nm, significativement plus élevé 

que les NP de PLA nues (192,6 ± 11,6 nm) (P ≤ 0.05, t test unpaired, two-tailed). Les indices 

de polydispersité des NP de PLA nues et des NP de PLA-VE sont considérés comme similaires 

car ils ne diffèrent pas significativement (0,040 ± 0,030 vs 0,074 ± 0,016 ; respectivement) et 

parce que ces indices de polydispersité sont inférieurs à la valeur fixée par le cahier des charges 

de notre laboratoire, où un Ip ≈ 0,1-0,2 est corrélé à une homogénéité en taille des NP. Les NP 
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sont chargées négativement avec des potentiels zêta qui diffèrent significativement de -67,0 

± 2,6 mV pour les NP-VE et -57,6 ± 3,0 mV pour les NP de PLA nues (P ≤ 0.05, t test unpaired, 

two-tailed).  

La concentration en VE encapsulée dans les NP de PLA a été déterminée par HPLC, elle est de 

2010,3 ± 510,8 μg/mL. L’efficacité d’encapsulation est en moyenne de 91,2 ± 15,2%, une perte 

moyenne de 8,8% en masse de VE et en masse de PLA est obtenue après synthèse des NP de 

PLA-VE. Le rendement d’encapsulation de VE dans les NP de PLA est en moyenne de 

83,7± 7,1% avec un taux de chargement qui est en moyenne de 69,1 ± 16,4%. 

b. Etude de stabilité des NP de PLA-VE 

L’étude de stabilité a été réalisée à trois températures (4°C, 27°C, 37°C), sur les trois lots de 

NP de PLA-VE précédemment caractérisés (N=3, n=2). À cette fin, chaque semaine la 

caractérisation physico-chimique des trois lots est refaite par DLS, afin de remesurer la taille, 

d’Ip et de potentiel zêta des NP de PLA-VE au cours du temps (28 jours) et en fonction de la 

température de stockage (4°C, 27°C et 37°C) (Figure 20a/b).  

Dans la Figure 20 sont résumées les évolutions des caractéristiques des trois lots des NP de 

PLA-VE en fonction du temps et de la température. Sur toute la durée de l’étude, les NP de 

PLA-VE ont un diamètre moyen de 217,0 nm (4°C), 217,5 nm (27°C) et 215,8 nm (37°C). Des 

différences significatives de taille sont observées par rapport à J0, à J21 et J28 à 4°C, à J28 à 

27°C et à J7 à 37°C. Pour toutes les températures et durant toute la durée de l’étude, les Ip 

restent inférieurs à 0,1. En moyenne sur les 28 jours, les NP de PLA-VE stockées ont un Ip de 

0,079, 0,081 et 0,073 à 4°C, 27°C et 37°C respectivement. Aucune différence significative n’est 

observée entre l’Ip à J0 et les autres temps. Le potentiel zêta des NP de PLA-VE stockées est 

en moyenne sur les 28 jours de l’étude, de -62,8 mV, -64,2 mV et de -63,5 mV à 4°C, 27°C et 

37°C, respectivement. Cependant, des différences significatives sont observées entre les NP de 

PLA-VE stockés à 4°C à tous les temps et les NP de PLA-VE à J0 et les lots à J0 avec les lots 

stockés à 37°C à J21, J28 et les lots stockés à 27°C à J28. Le taux de chargement en VE reste 

constant dans le temps et aux différentes températures, à l’exception du J21 à 4°C où le taux de 

chargement est significativement plus faible qu’à J0. 
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Figure 20 : Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-VE à trois températures (4 °C (orange), 
27 °C (gris clair) et  37 °C (gris foncé)) sur 28 jours. Évaluation dans le temps (a) du diamètre (nm) et 
de l’Ip des NP de PLA-VE ; (b) du potentiel zêta (mV) des NP de PLA-VE ; (c) du taux de chargement 
en mg VE/ g PLA et du rendement d’encapsulation (%). Les données sont exprimées comme étant la 
moyenne ± la SD (N=3, n=2). Des analyses statistiques sont effectuées en utilisant un two-way ANOVA 
suivi d’un test post-hoc multiparamétrique Bonferroni. Les valeurs obtenues aux jours J7, J14, J21 et 
J28 pour chaque température sont comparées à J0. **** diffère très significativement (P ≤ 0.0001), *** 
diffère significativement (P ≤ 0.001), ** diffère significativement (P ≤ 0.01), * diffère significativement 
(P ≤ 0.05). 

c. Stabilité morphologique des NP de PLA-VE 

Afin de corroborer les observations ci-dessus, les 3 lots de NP de PLA-VE ont été caractérisés 

par MEB pour visualiser la morphologie des NP fonctionnalisées aux jours 0, 7, 14 et 28. Les 

échantillons ont été traités comme décrit dans le protocole présenté en section I.b.2. Sur la 

Figure 21 est représentée les NP de PLA-VE et les NP de PLA à J0 (après synthèse) et les NP 

de PLA-VE à J7, J14 et J28, aux trois températures (4 °C, 27 °C et 37 °C). Ces NP de PLA-VE 

sont de forme circulaire et lisse sur l’ensemble de l’étude. Des phénomènes de coalescence 

(fusion des NP entre elles) peuvent être observés.  



Résultat I. Encapsulation de vitamine E dans des NP de PLA et évaluation de leur potentiel in vitro 

94 

 

 

Figure 21 : Morphologie des NP de PLA et des NP de PLA-VE observée par Microscopie Électronique 
à Balayage. Images de NP de PLA et NP de PLA-VE à J0 et des NP de PLA-VE à J7, J14 et J28, aux 
trois températures (4°C, 27°C et 37°C). 
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d. Profil de relargage in vitro de la VE des NP de PLA-VE 

L'étude de relargage de la VE encapsulée dans les NP de PLA est importante car une libération 

limitée de VE des formulations peut réduire sa biodisponibilité, donc son efficacité.  

(i) La première étude, en milieu biphasique, a été réalisée sur un lot de NP de PLA-VE 

présentant un taux de chargement en vitamine E de 10,0%, suivant le protocole détaillé en I.d. 

Le profil de relargage de la VE des NP de PLA est exprimé en pourcentage de VE relarguée 

(Figure 22). La cinétique de relargage de la VE des NP de PLA a été suivie pendant une 

semaine, dans un milieu biphasique composé de PBS 1X et d’hexane.  

 

Figure 22 : Profil de relargage de la VE des NP de PLA-VE dans un milieu biphasique composé de PBS 
1X et d’hexane. Les données sont exprimées comme étant la moyenne ± la SD (N=2, n=3). Des analyses 
statistiques sont effectuées en utilisant un one-way ANOVA suivi d’un test post-hoc multiparamétrique 
Bonferroni. **** diffère significativement de 24 h à 48 h (P ≤ 0,0001) et ** diffère significativement de 
30 min à 5 h (P ≤ 0,01). 

La cinétique de relargage de la VE dans le système biphasique présente un profil de libération 

en deux temps. La VE des NP de PLA-VE est rapidement libérée, avec 15,3 ± 7,7% et 

31,4 ± 7,8% étant relargués après 30 min et 5 h d’incubation, respectivement (p < 0,01). De 5 h 

à 24 h d’incubation, un plateau apparait, puis de 24 h à 48 h d’incubation, de la VE est de 

nouveau libérée avec respectivement 34,0 ± 10,6% et 60,3 ± 10,4% (p < 0,0001) de relargage 

cumulé. Au-delà de 48 h d’incubation, le relargage de la VE des NP de PLA-VE atteint un 

plateau atteignant 75,1 ± 7,8% de VE libérée en 1 semaine. 
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(ii) La deuxième étude est réalisée sur deux lots de NP de PLA-VE présentant un taux de 

chargement en vitamine E de 7,0%, suivant le protocole détaillé en I.d. Le profil de relargage 

de la VE des NP de PLA est exprimé en pourcentage de VE relarguée (Figure 23). La cinétique 

de relargage de la VE des NP de PLA a été suivie pendant 24 h, dans le tampon citrate pH 5,6 

(courbe verte) et dans le tampon citrate avec 6% de Tween 20 (courbe rouge).  

 

Figure 23 : Profil de relargage de la VE des NP de PLA-VE dans un tampon citrate pH 5,6 en absence 
(courbe verte) et en présence (courbe rouge) de 6 % de Tween 20 (N=2). Les données sont exprimées 
comme étant la moyenne ± la SD (n=6) pour le tampon citrate pH 5,6 et (n=3-5) pour le tampon citrate 
pH 5,6 avec 6 % de Tween 20. Des analyses statistiques sont effectuées en utilisant un one-way ANOVA 
suivi d’un test post-hoc multiparamétrique Bonferroni. * diffère significativement de 30 min à 1 h (P ≤ 
0,05). 

Dans le tampon citrate pH 5,6, le relargage de la VE des NP est insignifiant puisqu’il est de 

0,2% sur les 24h de l’étude. La cinétique de relargage de la VE dans le tampon citrate pH 5,6 

avec 6% de Tween 20 est très rapide avec 89,2 ± 3,5% de VE relarguée après 30 min 

d’incubation. Puis de 30 min jusqu’à environ 1 h d’incubation, la VE se relargue rapidement de 

89,2 ± 3,5% à 94,0 ± 3,8% (P ≤ 0,05). Au-delà de 1 h et jusqu’à 24 h, le relargage de la VE 

atteint un plateau, et la quantité de VE encapsulée dans les NP de PLA est presque totalement 

relarguée, avec environ 95,5 ± 2,9% de VE relarguée après 24 h. 

e. Tests d’efficacité in vitro 

1. Activité cytotoxique des NP de PLA et des NP de PLA-VE 

L'effet cytotoxique des NP de PLA-VE, de la VE, des NP de PLA a été mesuré sur des 

fibroblastes NHDF, à l’aide du kit Cytotoxicity Detection KitPLUS (LDH) (Figure 24).  
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Figure 24 : Evaluation in vitro des NP de PLA-VE. Effet des NP de PLA (30 μg/mL et 300 μg/mL), de 
la VE libre (5 μM et 10 μM) et des NP de PLA-VE aux mêmes concentrations en VE sur l’activité LDH 
du surnageant de fibroblastes NHDF durant 24 h, 48 h, 72 h mesurée par LDH test. Les résultats sont 
représentés comme étant la moyenne ± la SD (n= 4). Des analyses statistiques sont effectuées en 
utilisant un two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc multiparamétrique Bonferroni. Les valeurs 
obtenues en condition non traitée (contrôle négatif) sont comparées aux autres conditions. **** diffère 
très significativement (P ≤ 0.0001), *** diffère significativement (P ≤ 0.001), ** diffère 
significativement (P ≤ 0.01), * diffère significativement (P ≤ 0.05). 

Le pourcentage de mortalité des fibroblastes traités par des NP de PLA-VE, de la VE libre ou 

des NP de PLA nues est comparé à la mortalité des fibroblastes non traités (contrôle négatif). 

Les moyennes des pourcentages de cytotoxicité des cellules traitées avec de la VE à 5 μM et à 

10 μM pendant 24 h sont significativement plus élevées que les cellules NT, ces valeurs sont 

respectivement de 3,5 ± 0,1% pour et 3,9 ± 0,8% contre -7,5.10-7 ± 0,1% pour les cellules NT. 

Les NP de PLA à 300 μg/mL induisent une cytotoxicité significativement plus élevée après 

72 h de traitement comparé aux cellules NT (4,9 ± 0,9%, P ≤ 0.001). Les NP de PLA-VE 

n’induisent pas significativement d’effet cytotoxique. Pour finir, les moyennes des 

pourcentages de mortalité des fibroblastes traités par des NP de PLA-VE, de la VE libre et des 

NP de PLA nues à tous les temps sont significativement différentes des cellules traitées avec 

une solution de lyse (contrôle positif) (P ≤ 0.0001). 
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2. Activité antioxydante des NP de PLA-VE 

L’efficacité de l’antioxydant après encapsulation a été évaluée in vitro et comparée à celle de 

la VE libre en solution. Pour cela, un dosage des ROS a été réalisé sur une lignée de fibroblastes 

NIH3T3 comme décrit dans la partie matériels et méthodes, section I.e.3. Nous avons étudié 

l’intensité de fluorescence, proportionnelle à la quantité de ROS, en fonction du temps (Figure 

25): 

Figure 25 : Dosage des ROS intracellulaire dans les cellules NIH3T3. Les cellules ont été prétraitées 
pendant 16 h par de la VE en solution (courbe/barre vertes), encapsulée à 2,5 μM (courbe/barre bleues) 
ou par des nanoparticules de PLA nues (130 μg/mL) (courbe/barre noires) ou sans traitement 
(courbe/barre rouges) (n =11). Elles ont ensuite été incubées pendant 2 h en présence de PMA 
(1 ng/mL). (a) Les résultats sont représentés comme étant la moyenne d’intensité de fluorescence 
(UA) ± la SEM. (b) La production de ROS intracellulaire après 75 min de stimulation au PMA a été 
représentée dans l’histogramme. Des analyses statistiques sont effectuées en utilisant un two-way 
ANOVA suivi d’un test post-hoc multiparamétrique Bonferroni. ** diffère significativement (P ≤ 0.01), 
* diffère significativement (P ≤ 0.05). 

L’intensité de fluorescence associée aux cellules prétraitées par de la VE libre, ou encapsulée 

ou par des NP de PLA nues, est toujours inférieure à l’intensité de fluorescence des cellules 

témoins également stressées par du PMA mais non traitées (courbe rouge) (Figure 25).  
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A partir de 60 min de stimulation PMA, l’intensité moyenne de fluorescence des cellules 

traitées avec des NP de PLA-VE est significativement plus faible que l’intensité moyenne de 

fluorescence des cellules non traitées (2206,3 ± 106,3 UA vs 3040,7 ± 88,0 UA, P ≤ 0.05). 

L’intensité moyenne de fluorescence des cellules traitées avec des NP de PLA et de la VE libre 

ne diffère pas significativement de l’intensité moyenne de fluorescence des cellules non traitées 

(2483,2 ± 157,7 UA et 2319,5 ± 106,5 vs 3040,7 ± 88,0 UA, respectivement). Après 75 min de 

stimulation PMA, la production de ROS intracellulaire est diminuée significativement lorsque 

les fibroblastes sont prétraités avec de la VE libre (2590,2 ± 119,7 UA) ou des NP de PLA-VE 

(2471,7 ± 121,9 UA) (P ≤ 0.05 et P ≤ 0.01, respectivement) comparé aux cellules non prétraitées 

(3386,7 ± 90,1 UA) (Figure 25b). L’intensité moyenne de fluorescence après prétraitement des 

fibroblastes avec des NP de PLA reste non significativement différente de celle obtenue avec 

des cellules non prétraitées. Ensuite, de 90 min à 120 min, seul l’intensité moyenne de 

fluorescence des fibroblastes traités avec des NP de PLA-VE reste significativement plus faible 

que l’intensité moyenne de fluorescence des fibroblastes non traités (P ≤ 0.05). 
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III. Résumé des résultats I  

Nous avons préparé des NP de PLA-VE par nanoprécipitation sans ajout de tensioactifs avec 

un rendement d’encapsulation moyen de 84% et une taille moyenne de 216 nm. La méthode de 

nanoprécipitation est appropriée pour encapsuler de la VE car elle n’entraine pas de 

modifications significatives des caractéristiques physico-chimiques (taille, Ip et potentiel zêta), 

comparativement à celles des NP de PLA nues. L’encapsulation de la VE dans NP de PLA 

améliore la solubilité et la stabilité de la VE. Ainsi, certaines limitations à l’utilisation de la VE 

libre ont été surmontées par son encapsulation dans les NP de PLA. Les NP de PLA-VE sont 

stables aux trois températures de stockage étudiées, et cela pendant environ un mois au moins 

notamment à 4°C, la température de stockage à long terme pour ce type de NP. Nous avons 

montré qu’elles étaient également stables à 27°C et 37°C, températures proches respectivement 

de la TA (25°C) et de la température corporelle (37°C).  

Le relargage in vitro de la VE des NP de PLA-VE dans un système biphasique (eau/hexane) est 

relargage progressif. Un premier « burst » de 31% de VE libérée des NP de PLA-VE est obtenue 

en 5 h, suivi d’un plateau jusqu’à 24 h et d’une libération cumulée de 60% en 48 h, cumulant à 

75% de VE libérée des NP de PLA-VE avant le troisième jour. Dans un système monophasique 

à pH acide en présence de Tween, le relargage de VE des NP de PLA-VE est accéléré 

(« burst »), avec environ 90% de VE libérée en 30 min. Ensuite, on observe une libération 

cumulée de 94% après 1 h puis un plateau est atteint (jusqu’à 24 h).  

La cytotoxicité des NP de PLA-VE à 5 μM et 10 μM est analysée avec le test LDH sur des 

fibroblastes NHDF. Ce test n’a mis en évidence aucune cytotoxicité des NP de PLA-VE, une 

très faible cytotoxicité est observée avec la VE libre à 5 μM et 10 μM et avec des NP de PLA 

à 300 μg/mL. L’activité antioxydante de la VE est quant à elle maintenue après encapsulation 

dans des NP de PLA. La méthode de nanoprécipitation ne modifie donc pas l’activité biologique 

de la VE. En effet, après 120 min de stimulation avec du PMA, les cellules prétraitées par des 

NP de PLA-VE ont une diminution significative de 21% de la production de ROS 

intracellulaires, supérieure à la diminution constatée avec de la VE libre (17%) et des NP de 

PLA nues (16%). 
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Cette étude a montré qu’il est possible d’encapsuler de la VE dans des NP de PLA. Ces systèmes 

de délivrance sont stables dans le temps et ne présentent pas de cytotoxicité. De plus, ces 

nanovecteurs permettent de libérer très rapidement de la VE dans la plaie pour diminuer la 

réponse inflammatoire, notamment en diminuant l’activité oxydante, impliquée dans le 

processus de cicatrisation. 
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Résultat II. Adsorption de FGF2 sur des NP de PLA et 

évaluation de leur activité in vitro 

Introduction 

En raison de leurs multiples fonctions biologiques, les FGFs sont de potentiels « candidat 

médicaments » susceptibles d’induire la régénération d’un large spectre de tissus, incluant la 

peau, les vaisseaux sanguins, les muscles, le cartilage…En effet, des études ont évalué les effets 

positifs de l’administration directe de FGFs dans le lit de la plaie. Cependant, le FGF2 libre en 

solution est instable en raison de sa sensibilité à la température, au pH, et aux enzymes situées 

dans la plaie…[98] [99] [100]. Le FGF2 libre a une demi-vie de quelques heures (≈7-8 heures) 

dans l’organisme conduisant à une rapide perte d’activité biologique [101]. Ainsi, pour obtenir 

des effets positifs, une grande quantité de FGF2 doit être administrée en continu. Ainsi, 

augmenter la stabilité du FGF2 est nécessaire pour une administration efficace de FGF2 dans 

le traitement des plaies. 

Pour améliorer la stabilité du FGF2 dans la plaie, notre stratégie a été de vectoriser le FGF2 par 

des NP de PLA, ce qui permet une libération prolongée et optimise l’efficacité du traitement en 

diminuant les doses administrées. 

L’objectif principal de la présente étude a donc été de développer une nouvelle formulation à 

base de FGF2 adsorbé à la surface des NP de PLA. Après synthèse de NP de PLA nues par 

nanoprécipitation, le FGF2 a été adsorbé par adsorption passive à la surface des NP. Ces 

formulations ont été caractérisées physico-chimiquements et leur potentiel d’efficacité sur la 

cicatrisation des plaies a été évalué par des méthodes in vitro. Ainsi, la cytotoxicité des NP de 

PLA-FGF2 et leur action sur la prolifération et la migration cellulaire ont été évaluées sur des 

fibroblastes issus de cultures primaires et de lignées cellulaires. 
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I. Matériels et méthodes 

a. Adsorption passive du FGF2 à la surface des NP de PLA 

La protéine recombinante de souris FGF2 (Cell sciences, CRF021C) diluée dans du tampon 

trishydroxyméthylaminométhane (TRIS) 20 mM à pH 9 à une concentration théorique de 50 

μg/mL, a été ajoutée volume à volume aux NP de PLA nues diluées à 5 mg/mL en eau stérile. 

La réaction d’adsorption a été incubée sous agitation circulaire pendant 16 h à TA.  

b. Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-FGF2 

1. Diamètre, indice de polydispersité et potentiel zêta des NP 

Identique au protocole décrit dans la partie matériels et méthodes, section I.b.1. 

2. Efficacité d’adsorption du FGF2 sur les NP 

La protéine FGF2 non adsorbée à la surface des NP de PLA a été dosée dans le surnageant des 

NP de PLA-FGF2, après centrifugation à 16 896 x g pendant 30 min, à l’aide d’un kit micro-

BCA (Micro BCA Protein Assay Kit, Thermo scientific, 23235). Une gamme de calibration 

avec de la protéine FGF2 a été réalisée. L’absorbance des échantillons a été mesurée à 562 nm 

sur un spectrophotomètre (Thermo Scientific™ Multiskan™ FC). Connaissant la quantité 

initiale de protéine introduite et la quantité résiduelle, il est alors possible de calculer le 

rendement d’adsorption (%) et le taux de chargement (mg/g) de FGF2 à la surface des NP de 

PLA : 

a = concentration initiale de FGF2 (g/l)  

b = concentration de FGF2 dans le surnageant (g/l) 

c = concentration de FGF2 adsorbé (g/l) 

d = rendement d’adsorption (%)  

e = FGF2 adsorbé (mg/g)  

Vf : volume final (mL) 

          ts : taux de solide (%) 

         Vp : volume de particules (mL) 

Dosée par μBCA  

Dosée par μBCA 
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f = FGF2 adsorbé (mg/m2) 

          d : densité du polymère (1,25 dm3/kg) 

          Dz : diamètre (nm) 

f =  

 

c. Tests d’efficacité in vitro 

1. Etude de cytotoxicité des NP de PLA-FGF2 

La cytotoxicité des formulations a été évaluée sur les cellules NHDF et NIH3T3 à l’aide du 

« Cytotoxicity Detection Kit Plus (LDH) » (Roche, 04 744 934 001). Le protocole est identique 

au protocole décrit dans la section matériels et méthodes des Résultats I sur les NP de PLA-VE 

(I.e.2). Les cellules sont traitées par 300 μL de milieu de culture (+ 1% SVF, + pyruvate, sans 

antibiotiques) contenant soit du FGF2 libre à 100 ng/mL, soit des NP de PLA-FGF2 (à la même 

concentration en FGF2 que le libre) ou des NP de PLA nues à 15 μg/mL pendant 24 h, 48 h et 

72 h. Trois expériences indépendantes (N=3, n=3-5) avec les deux cellulaires ont été réalisées.  

2. Test de prolifération  

Les cellules NIH3T3 et NHDF (3000 cellules/puits) sont ensemencées en milieu de culture 

complet dans des plaques de 96 puits et incubées à 37°C pendant 24 h ou 30 h, respectivement. 

Après lavage par du PBS 1X, les cellules ont été incubées avec du milieu incomplet (sans 

antibiotiques, 1% SVF pour les NHDF et 2% SVF pour les NIH 3T3) contenant soit 100 ng/mL 

de FGF2, soit des NP de PLA-FGF2 à 100 ng/mL de FGF2 ou15 μg/mL de NP de PLA. Un 

contrôle avec des cellules non traitées a été effectué. Les cellules traitées ont été incubées 

pendant 24 h, 48 h, ou 72 h à 37°C avec 5% CO2. À chaque temps, le milieu de culture a été 

éliminé et les cellules ont été congelées à -80°C. Après décongélation, l’ADN double brin 

contenu dans les cellules a été mesuré avec le kit CyQUANT® Cell Proliferation Assay Kit 

(C7026, Invitrogen). Pour cela, les cellules ont été incubées avec 200 μL de la solution 

« CyQUANT® GR dye/cell-lysis » pendant 2 min à TA et à l’abri de la lumière. Une gamme 

de calibration en ADN de bactériophage λ allant de 10 à 1000 ng/mL a été réalisée. La 

fluorescence a été mesurée à λ ex : 480 nm et λ em : 520 nm à l’aide d’un fluorimètre (Infinite 

1100, Tecan). Trois expériences indépendantes (N=3, n=3-5) avec les deux cellulaires ont été 

réalisées.  
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3. Test de prolifération et migration : scratch test  

Des inserts de culture IBIDI (80209, Biovalley) ont été placés en plaque de 24 puits. Les cellules 

NIH3T3 et NHDF (15 000 cellules dans 80 μL de milieu /côté de l’insert) ont été ensemencées 

en milieu complet (10% de SVF + antibiotiques) jusqu’à confluence (30 h pour les NHDF et 

24 h pour les NIH3T3). Après avoir enlevé les inserts, deux lavages ont été effectués avec du 

milieu complet pour éliminer les débris cellulaires. Les cellules ont été cultivées dans du milieu 

de culture incomplet (1% et 2% SVF pour les NHDF et NIH3T3, respectivement) contenant du 

FGF2 libre en solution à 100 ng/mL, des NP de PLA-FGF2 à 100 ng/mL de FGF2, et des NP 

de PLA nues à 15 μg/mL et dans des puits non traités servant de contrôle. Des photographies 

de la plaie ont été prises à T0, 14 h, 24 h et 48 h avec un microscope inverse Nikon Ti E. La 

largeur de la brèche a été mesurée à l’aide du logiciel Image J. Quatre expériences 

indépendantes ont été réalisées avec les cellules NIH3T3 (N=4, n=3) et trois expériences 

indépendantes ont été réalisées avec les cellules NHDF (N=3, n=3-4). 
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II. Résultats 

a. Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-FGF2 

Des NP de PLA-FGF2 ont été élaborées par adsorption passive de FGF2 à la surface de NP de 

PLA préalablement synthétisées par nanoprécipitation. Ces NP de PLA-FGF2 ont été 

caractérisées selon les protocoles décrits dans les sections I.b.1 et I.b.2 de la partie matériels et 

méthodes. Le diamètre, l’Ip et la charge de surface de NP de PLA (n=3) et des NP de PLA-

FGF2 (n=5) ont été déterminés par DLS. Le rendement d’adsorption (%), la concentration de 

FGF2 adsorbé (μg/mL) et le taux de chargement sont résumés dans le Tableau 7. 

 

Tableau 7 : Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-FGF2 et des NP de PLA nues (n=5 et 
n=3, respectivement). Le diamètre (nm), l’indice de polydispersité et le potentiel zêta (mV) sont obtenus 
par DLS. Le rendement d’adsorption (%), la concentration en FGF2 adsorbé (μg/mL) et le taux de 
chargement (mg de FGF2 / g de PLA) sont déterminés par μBCA. Les résultats sont présentés comme 
étant la moyenne ± SD de cinq mesures pour les NP de PLA-FGF2 et de 3 mesures pour les NP de PLA 
nues. 

Les NP de PLA-FGF2 produites ont un diamètre moyen de 200,7 ± 14,7 nm, supérieur à celui 

des NP de PLA nues (192,6 ± 11,6 nm). L’indice de polydispersité moyen des NP de PLA-

FGF2 est plus élevée que celui des NP de PLA nues (0,179 ± 0,064 vs 0,040 ± 0,030; 

respectivement). Les NP sont chargées négativement avec des potentiels zêta semblables, -49,6 

± 8,4 mV pour les NP-VE et -57,6 ± 3,0 mV pour les NP de PLA nues. Cependant les 

différences observées entre les NP de PLA-FGF2 et NP de PLA nues ne sont pas statistiquement 

significatives. 

La concentration en FGF2 adsorbé à la surface des NP de PLA a été déterminée par μBCA, elle 

est en moyenne de 11,4 ± 1,7 μg/mL. Le rendement d’adsorption de FGF2 est en moyenne de 

74,1 ± 7,8%, avec un taux de chargement moyen de 4,6 ± 0,7%. 

b. Tests d’efficacité in vitro 

Les fibroblastes issus de culture primaire (NHDF) et de lignée (NIH3T3) ont été mis en culture 

dans du milieu de culture appauvri en SVF contenant soit du FGF2 en solution (100 ng/mL), 



Résultat II. Adsorption de FGF2 sur des NP de PLA et évaluation de leur potentiel in vitro 

108 

 

soit des NP de PLA-FGF2 (100 ng/mL en FGF2) ou des NP de PLA nues (15 μg/mL). Des tests 

ont été réalisés pour évaluer la cytotoxicité, la prolifération, et la migration/prolifération. 

1. Etude de cytotoxicité des NP de PLA-FGF2 

La cytotoxicité du FGF2 libre, des NP de PLA et des NP de PLA-FGF2 a été évaluée à l’aide 

du test LDH sur des cellules NHDF durant 72 h (Figure 26). Ces résultats sont représentatifs 

de trois expériences indépendantes. Aucune différence statistiquement significative n’a été 

observée entre les pourcentages de cytotoxicité des cellules traitées, avec du FGF2 libre, ou 

avec des NP de PLA ou des NP de PLA-FGF2 et celui des cellules témoins NT. Par conséquent, 

ni le FGF2 libre, ni les NP de PLA avec ou sans FGF2 n’induisent de cytotoxicité dans les 

cellules NHDF. Des résultats similaires ont été observés sur la lignée de fibroblastes NIH3T3, 

ceux-ci sont présentés dans la Figure 37 en annexe.  
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Figure 26 : Effet cytotoxique du FGF2 (100 ng/mL), des NP de PLA nues (15 μg/mL) et des NP de PLA-
FGF2 (100 ng/mL en FGF2) sur des fibroblastes NHDF. Les résultats sont exprimés comme le 
pourcentage de cytotoxicité. Les résultats sont représentés comme étant la moyenne ± la SD (N=3, 
Contrôle positif n=3-4, Contrôle négatif, FGF2, NP de PLA et NP de PLA-FGF2 n=5). Des analyses 
statistiques sont effectuées en utilisant un two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc multiparamétrique 
Bonferroni. Les différences significatives sont représentées par rapport à la condition témoin NT, **** 
diffère très significativement (P ≤ 0.0001). 
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2. Test de prolifération 

Après 24 h, 48 h et 72 h d’incubation avec du FGF2 libre, ou des NP de PLA, ou des NP de 

PLA-FG2, l’ADN des cellules NIH3T3 et NHDF a été quantifié (Figure 27).  

 

Figure 27 : Effet du FGF2 (100 ng/mL), des NP de PLA nues (15 μg/mL) et des NP de PLA-FGF2 (100 
ng/mL en FGF2) sur la prolifération des fibroblastes NIH3T3. Les résultats sont exprimés en fonction 
de la quantité d’ADN (ng) contenue dans les cellules. Les résultats sont représentés comme étant la 
moyenne ± la SD (N=3, NT et NP de PLA n=4, FGF2 n=3-4, NP de PLA-FGF2 n=3-5). Des analyses 
statistiques sont effectuées en utilisant un two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc multiparamétrique 
Bonferroni. Les différences significatives sont représentées par rapport au condition NT, *** diffère 
significativement (P ≤ 0.001), ** diffère significativement (P ≤ 0.01), * diffère significativement (P ≤ 
0.05). 

Les NP de PLA-FGF2 ont un effet stimulant significatif sur la prolifération aux trois temps 

d’incubation comparativement aux cellules NT. Après 24 h, 48 h et 72 h d’incubation, les 

quantités moyennes d’ADN en présence de NP de PLA-FGF2 sont respectivement de 

370,3 ± 94,0 ng ; 569,6 ± 107,9 ng ; 707,0 ± 87,3 ng comparées à celles des cellules NT qui 

sont de 266,9 ± 53,7 ng ; 431,4 ± 105,3 ng ou 551,6 ± 124,9 ng respectivement. Le FGF2 libre 

quant à lui induit une augmentation significativement plus élevée de la quantité d’ADN 

uniquement dans les cellules NT après 48 h et 72 h d’incubation (547,7 ± 79,0 ng et 678,0 ± 

92,0 ng vs 431,4 ± 105,3 ng et 551,6 ± 124,9 ng respectivement), alors que les NP de PLA nues 

n’ont aucun effet. 
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Ce même test réalisé sur des cellules NHDF, a montré une augmentation significative de la 

quantité d’ADN après 72 h de traitement par des NP de PLA-FGF2 ou du FGF2 libre 

comparativement aux cellules NT (349,1 ± 88,1 ng et 343,2 ± 123,1 ng respectivement vs 

150,1 ± 39,1 ng ; P ≤ 0.0001). Ces résultats sont présentés en annexe (Figure 38). 
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3. Test de prolifération et migration : scratch test 

Les effets du FGF2 libre, des NP de PLA nues ou des NP de PLA-FGF2 sur la migration et 

prolifération des fibroblastes NHDF ont été déterminés par leur capacité d’induire la fermeture 

d’une « plaie » in vitro. La fermeture de la plaie sur une couche de fibroblastes confluente a été 

suivie par microscopie pendant 38 h (Figure 28).  

 

Figure 28 : Effet du FGF2 (100 ng/mL), des NP de PLA nues (15 μg/mL) et des NP de PLA-FGF2 (100 
ng/mL en FGF2) sur la migration et la prolifération des fibroblastes NHDF. (a) observations 
microscopiques après 14 h, 24 h et 38 h de traitements, (b) Les résultats sont exprimés comme le 
pourcentage de fermeture par rapport à la surface de la plaie initiale. Les résultats sont représentés 
comme étant la moyenne ± la SD (N=3, n=3-4). Des analyses statistiques sont effectuées en utilisant un 
two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc multiparamétrique Bonferroni. Les différences significatives 
sont représentées par rapport au condition NT, **** diffère très significativement (P ≤ 0.0001). 
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Les résultats présentés ci-dessus représentent la moyenne de 11 mesures issues de trois 

expériences indépendantes. 

Après 14 h de traitement, les pourcentages moyens de fermeture de la plaie en présence de 

FGF2 libre et de NP de PLA-FGF2 sont similaires, de l’ordre de 67,7 ± 10,7% et de 

70,0 ± 11,2%, respectivement. Ces traitements induisent une fermeture significativement plus 

rapide de la plaie que celle observée sur des fibroblastes non traités (37,9 ± 6,7%, P ≤ 0.0001), 

alors que les NP de PLA nues n’ont aucun effet.  

De même après 24 h de traitement, les pourcentages moyens de fermeture de la plaie en 

présence de FGF2 libre et de NP de PLA-FGF2 sont semblables et induisent une accélération 

significative de la fermeture de la plaie comparée aux fibroblastes NT (91,4 ± 7,5% et 93,1 ± 

3,3% respectivement vs 56,2 ± 7,5%, P ≤ 0.0001) alors que les NP de PLA nues sont sans effet. 

Pour finir, après 38 h de traitement, les % moyens de fermeture sont identiques en présence de 

FGF2 libre et de NP de PLA-FGF2 et de l’ordre de 100% (100,0 ± 0,0% et 99,9 ± 0,5%, 

respectivement), alors que les fibroblastes NT ou traités avec des NP nues ont des profils de 

fermeture plus ralentit avec des pourcentages moyens de fermeture respectifs de 93,3 ± 7,1% 

et de 91,4 ± 5,6%. 

Sur toute la durée de l’étude, aucune différence significative n’a été observée entre les 

pourcentages de fermeture des « plaies », obtenus après traitements avec du FGF2 libre ou avec 

du FGF2 adsorbé à la surface des NP. Ces résultats ont été reproduits sur la lignée de 

fibroblastes NIH3T3, les résultats sont présentés de manière succincte dans la Figure 39 en 

annexe. 
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III. Résumé des résultats II 

Nous avons préparé des NP de PLA-FGF2 par adsorption passive de FGF2 sur les NP de PLA 

préalablement synthétisées par nanoprécipitation. Ces NP de PLA-FGF2 ont un diamètre 

moyen de 201 nm, avec un rendement d’adsorption moyen de FGF2 de 74% correspondant à 

une concentration de FGF2 adsorbé de 11 μg/mL. L’indice de polydispersité des NP de PLA-

FGF2 est de 0,18, il traduit une homogénéité en terme de taille dans le lot de NP. 

Les NP de PLA-FGF2 à la concentration en FGF2 de 100 ng/mL n’ont aucune cytotoxicité vis-

à-vis de fibroblastes NHDF et NIH3T3 (test LDH).  

L’activité biologique du FGF2 n’est pas inhibée par l’adsorption de la molécule sur des NP de 

PLA. En effet, la capacité des fibroblastes à proliférer est augmentée significativement en 

présence des NP de PLA-FGF2 pendant 72 h comparées aux cellules non traitées. De même, la 

capacité du FGF2 d’induire la migration et prolifération cellulaire est aussi conservée lorsque 

celui-ci est adsorbé sur des NP de PLA.  

Cette étude a montré qu’il est possible d’adsorber du FGF2 à la surface des NP de PLA sans 

modifier son activité biologique. Ce système de délivrance ne présente pas de cytotoxicité. Ce 

nanovecteur permet de stimuler la prolifération et la migration des fibroblastes, ce qui pourrait 

avoir comme effet d’accélérer la phase de prolifération du processus de cicatrisation. 



 

114 

 

  



Résultat III. Développement de modèles expérimentaux in vivo pour étudier la cicatrisation 

115 

 

Résultat III. Développement de modèles expérimentaux 

de plaies cutanées profondes pour l’étude in vivo de la 

cicatrisation 

Introduction 

Cette tâche a pour objectif de mettre en place plusieurs types de plaies cutanées profondes afin 

de pouvoir tester l’efficacité des NP de PLA fonctionnalisées, développées dans ce projet. Si la 

plaie d’excision représente le cas le plus fréquent de plaie cutanée, avec divers degrés de gravité 

(profondeur, surface de l’atteinte, atteinte osseuse…), la brûlure, qui lui est souvent associée, 

engendre des plaies souvent gravissimes et très destructrices des différentes couches de la peau, 

dont la réparation nécessitera souvent des greffes. 

Dans ce contexte, deux modèles de plaies cutanées profondes ont été développés, sur souris 

SKH1 immunocompétente et sans poils. Cette souche de souris présente un avantage majeur 

car il n’est pas nécessaire de dépiler les animaux avec des crèmes dépilatoires pouvant 

engendrer des réactions physiologiques non contrôlées. Le modèle de plaie d’excision décrit 

par Galiano et al. (2004) a été adapté pour cette souche de souris [102]. Un protocole de brûlure 

thermique du 3ème degré, décrit par Stevens et al. (1994) a également été adapté, sur la souris 

SKH1 [103]. La caractérisation de la brûlure thermique et son évolution vers un stade de 3ème 

degré ont été documentées par suivi histologique et par analyse de la microcirculation sanguine 

cutanée. Le développement du modèle de brûlure thermique de 3ème degré sur la souche SKH1 

a été rédigé sous forme d’un article scientifique, soumis au journal Wound Repair and 

Regeneration comme Technical article (Article 1).  

Pour pallier le fait que la souris saine à tendance à cicatriser spontanément sans traitement 

quelconque, un terrain diabétique entravant les processus de réparation-reconstruction tissulaire 

est opportun et pertinent pour tester l’efficacité de nos « NP fonctionnalisées » dans des 

conditions stringentes. La souris SKH1 n’est pas spontanément diabétique, il faut donc 

provoquer l’apparition de diabète. Il y a plusieurs manières d’induire un diabète expérimental. 

Selon la technique utilisée et/ou le protocole suivi, on induira un diabète de type 1 ou de type 2 
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[104] [105]. La première technique consiste à soumettre les animaux à un régime alimentaire 

hypercalorique riche en glucose, voire leur administrer du glucose pur per os (1 à 2 g/kg poids). 

L’hyperglycémie induite est transitoire (pas de dommages pancréatiques) et semble plus 

aléatoire que l’hyperglycémie chimiquement induite (42). Pour l’induction chimique 

expérimentale, l’injection, par voie IP, d’une dose unique et massive de streptozotocine (STZ, 

150 à 200 mg/kg de poids pour une souris de 20-25 g) entraîne la destruction des cellules 

pancréatiques et induit un diabète de type 1, avec une hyperglycémie permanente, alors que des 

injections multiples de faibles doses (40-50 mg/kg) induisent des diabètes de type 2, même si 

la physiopathologie de ces diabètes n’est pas strictement analogue à celle des diabètes humains 

de type 1 et 2. La susceptibilité des rongeurs à la STZ semble varier selon les espèces, les 

souches et l’âge des animaux. La STZ est tumorigène, mais sa stabilité est supérieure à celle de 

l’alloxane (15 mn), elle provoque peu de cétoses létales et induit des hyperglycémies stables et 

durables. Nous avons donc utilisé la streptozotocine pour induire un diabète permanent chez 

des souris SKH1. Le processus de cicatrisation de ces deux modèles de plaies sur souris SKH1 

saines et diabétiques a été caractérisé par un suivi macroscopique, microscopique et par analyse 

d’expression génique. La fonctionnalité du tissu en cours de cicatrisation et reconstruit a été 

évaluée par analyse physiologique de la microcirculation sanguine. Ces travaux ont donné lieu 

à la rédaction d’un deuxième article pour soumission au Journal of Investigative Dermatology 

(Article 2). 
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Article n°1 “Characterization and quantitative evaluation of wound healing 

on an experimental hairless mouse model of third degree skin burn injury” 

L'objectif de notre travail a été de développer et de caractériser un modèle expérimental de 

brûlure thermique de 3ème degré. Les souris SKH1 sans poils et immunocompétentes ont été 

soumises à une brûlure thermique, à l’aide d’une barre en laiton chauffée à 100 °C, pendant 3, 

5, 10, 15, 20 et 25 secondes. Des échantillons de la zone brûlée ont été prélevés pour analyse 

histologique. Des colorations comme l'hématoxyline-éosine-safran et le trichrome de Masson 

Goldner ont été effectuées pour déterminer la profondeur et la progression de la brûlure dans la 

peau. La fermeture de la plaie, la réaction inflammatoire, la réépithélialisation de la peau et le 

remodelage de la matrice ont été examinés au fil du temps par des études macroscopiques et 

microscopiques après une brûlure de 3ème degré provoquée par l’application du plot en laiton 

pendant une durée de 5 sec. Dans le but de compléter les observations histologiques sur la 

néoangiogenèse, la fonctionnalité des tissus brûlés en cours de cicatrisation a été testée par 

mesure du flux sanguin cutané par « laser speckle contrast analysis ». Nos résultats ont 

démontré qu'une durée d’application du plot de 3 secondes permet d'obtenir une brûlure cutanée 

de 3ème degré. Deux heures après la brûlure, ces lésions impliquaient toutes les couches de la 

peau, en particulier l'hypoderme et après 72 heures, la couche de muscle intradermique était 

modifiée. Une brûlure de 3ème degré a été observée après tous les temps d’application 

mentionnés ci-dessus, mais le niveau de gravité augmentait avec la durée. Pour la suite des 

études, le processus de cicatrisation a été caractérisé après induction d’une brûlure par 

application du plot sur la peau pendant 5 secondes. Ainsi, 7 jours après la brûlure les analyses 

histologiques ont révélé une réaction inflammatoire élevée, qui diminue dans le temps mais 

reste toujours plus élevée que dans les peaux témoins, jusqu’à 16 jours, après brûlure. Une 

réépithélialisation complète a été observée 14 jours après brûlure et après 16 jours, le tissu 

cicatrisé se trouve dans un stade de granulation tardif. La perfusion sanguine cutanée de la zone 

brûlée était considérablement diminuée entre les jours 1 et 3 après brûlure mais complètement 

restaurée à partir du 7ème jour après brûlure. Nous décrivons dans cet article un modèle 

expérimental de brûlure thermique de 3ème degré, reproductible et facile à mettre en œuvre pour 

évaluer de nouvelles thérapies de brûlures.  
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Article n°2 “Experimental models of full-thickness skin wounds in the 

hairless SKH1 mouse for quantitative evaluation of normal or delayed 

wound healing”   
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Résultat IV. Vers les études précliniques : expériences 

exploratoires 

Introduction 

Nous rapportons ici deux études exploratoires réalisées sur deux modèles de plaies cutanées 

profondes. Une 1ère étude d’efficacité in vivo de NP de PLA fonctionnalisées sur des plaies 

cutanées chez la souris C57BL/6 avait été réalisée en fin de stage de Master 2 et avait permis 

d’obtenir des résultats préliminaires montrant un potentiel effet positif des NP de PLA-FGF2 

et des NP de PLA nues sur la cinétique de fermeture de plaies d’excision (Figure 29) [102]. 

Dans une seconde étude exploratoire, nous avons suivi la biodistribution de NP de PLA 

fluorescentes au niveau de plaies cutanées chez la souris SKH1. Deux modèles de plaies 

cutanées profondes ont été utilisés pour cette dernière étude, la plaie d’excision et la brûlure 

thermique de 3ème degré. Les expériences, menées en parallèle sur souris saines et diabétiques, 

ont consisté à suivre la pénétration tissulaire des NP en microscopie à fluorescence. 

 

Figure 29 : Modèle de plaie excisionnelle sur la souris C57BL/6 adapté de Galiano et al. [102]. 
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I. Matériels et méthodes 

a. Évaluation in vivo de l’activité du FGF2 vectorisé par des NP de PLA dans la réparation 

tissulaire 

Une étude préliminaire a été faite afin de voir s’il était possible de mettre en évidence un 

éventuel effet de nanoparticules de PLA fonctionnalisées sur un modèle expérimental de plaie 

cutanée. A cette fin, des NP ayant du facteur de croissance FGF2 adsorbé en surface ont été 

testées sur le modèle de plaie excisionnelle développé chez la souris par Galiano et al. [102]. 

Des biopsies de peau de 8 mm de diamètre ont été réalisées et un anneau de silicone a été fixé 

autour de la plaie pour éviter la fermeture précoce par contraction des bords de la plaie (Figure 

29). Le plan de l’expérience est présenté dans la Figure 30. 

Figure 30 : Etapes du protocole de cicatrisation chez la souris C57BL/6. 

b. Etude in vivo de la biodistribution de NP de PLA fluorescentes dans les plaies 

1. Synthèse des NP de PLA fluorescentes 

Des NP de PLA fluorescentes rouges à un taux de chargement de Bodipy de 0,04% (TR methyl 

ester Invitrogen, C34556) ont été élaborées par nanoprécipitation comme décrit dans la section 

du matériels et méthodes des résultats I. Les nanoparticules fluorescentes ont été caractérisées 

par DLS (diamètre, Ip, potentiel zêta) et par HPLC (rendement d’encapsulation et taux de 

chargement en bodipy). 
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2. Application des NP de PLA fluorescentes sur des plaies cutanées 

Des brûlures thermiques de 3ème degré et des plaies d’excision ont été réalisées sur des souris 

SKH1 saines et diabétiques comme décrit dans la section « Résultat III. Développement de 

modèles expérimentaux de plaies cutanées profondes pour l’étude in vivo de la cicatrisation ». 

L’anneau en silicone fixé autour de la plaie n’est pas requis pour cette expérience. Ainsi, à J0 

après excision ou à J+4 après débridement de la peau brûlée, 50 μL de NP de PLA fluorescentes 

suspendues dans PBS 1X stérile (0,25% (m/m)) ont été appliquées sur les plaies à l’aide de 

micropipettes. Un film transparent a été utilisé pour recouvrir la plaie (Tegaderm™, 3M, 

1626W/10). 

3. Cryosections, marquages et microscopie à fluorescence 

Aux temps 4 h, 6 h, 9 h et 24 h les souris ont été sacrifiées et des prélèvements de peau autour 

de la plaie ont été réalisés à l’aide de ciseaux chirurgicaux stériles. De la peau saine a été 

prélevée pour constituer un contrôle négatif. Les prélèvements de peau ont été lavés dans du 

PBS 1X puis congelés sur un bloc d’aluminium plongé dans du 2 méthyl-buthane (M32631, 

Sigma Aldrich) refroidi par de l’azote liquide. Des coupes de 7 μm d’épaisseur sont réalisées à 

l’aide d’un cryostat (Leica CM3050 S).  

Des marquages avec du DAPI (Euromedex 1050-a) et de la phalloïdine couplée à un 

fluorochrome vert (Phalloïdine Alexa fluor 488®, Thermo Scientific, 21833) ont été réalisés 

pour permettre de visualiser les noyaux cellulaires et l’actine F du cytosquelette. Les 

échantillons ont été observés au microscope à fluorescence (Axio imager ZI, Zeiss). La 

fluorescence du Bodipy est détectée après excitation à 598 nm et émission à 625 nm. Le 

marquage au DAPI est détecté après excitation à 365 nm et émission à environ 410 nm. Enfin, 

la fluorescence de la phalloïdine Alexa Fluor 488® est détectée après excitation à 495 nm et 

émission à 519 nm. 
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II. Résultats 

a. Évaluation in vivo de l’effet de FGF2 vectorisé par des NP de PLA sur la cicatrisation 

Durant tout le processus de cicatrisation, des photographies des plaies ont été réalisées 

régulièrement et calibrées avec une règle afin d’évaluer pour chaque animal la taille de la plaie 

à l’instant « t » et en déduire la vitesse de fermeture. On note que les vitesses de fermeture 

diffèrent faiblement en fonction du traitement appliqué sur la plaie (Figure 31). Ainsi, les plaies 

traitées avec soit le FGF2 vectorisé par des NP de PLA ou soit des NP de PLA nues se referment 

au bout de 12 jours. Cependant, les plaies traitées avec le FGF2 libre ou avec le tampon seul 

(témoin négatif) semblent plus lentes à cicatriser.  

Figure 31 : Suivi de la fermeture des plaies, les souris ont été traitées avec des particules de PLA nues 
(contrôles négatifs, rouge), FGF2 adsorbé sur des particules de PLA (bleu), le FGF2 libre (contrôle 
positif, vert) et du tampon TRIS 20 mM (noir). La fermeture complète de la plaie est atteinte à 100%. 
Les données sont exprimées comme la moyenne ± SD, (n = 4-5 souris/groupe). 

b. Etude in vivo de la biodistribution de NP de PLA fluorescentes dans des plaies 

Les NP de PLA fluorescentes obtenues avaient un diamètre moyen de 205 nm, un Ip de 0,04 et 

un potentiel zêta de -53 mV. Pour un taux de chargement en Bodipy de 0,04% le rendement 

d’encapsulation était de 99,8%, d’après le dosage HPLC.  

Cette étude préliminaire sur la biodistribution des NP de PLA a été réalisée sur les deux types 

de plaies, sur souris SKH1 saines et diabétiques. Nous avons observé des profils de pénétration 

des NP de PLA fluorescentes similaires chez les souris saines (données non montrées) et 

diabétiques. Comme montré dans la Figure 32a, la peau contrôle de souris diabétiques ne 

montre aucune florescence rouge, contrairement au images obtenues 4 h après avoir appliqué 
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les NP de PLA fluorescentes sur la brûlure (débridée au préalable) et sur la plaie d’excision, où 

de la fluorescence rouge est observée en surface de la plaie de brûlure (Figure 32b) et au niveau 

de la couche la plus interne de la peau pour la plaie d’excision (Figure 32c). Les prélèvements 

effectués aux temps 6 h, 9 h et 24 h (données non montrées) ont montré de la fluorescence rouge 

localisée au niveau des plaies, comme attesté par la Figure 32d montrant des amas de NP 

fluorescentes rouges en bordure de la plaie d’excision après 24 h d’applications.  

 

Figure 32 : Coupe transversale de peau de souris SKH1 diabétiques observée au microscope 
AxioImager ZI, ZEISS. (a) peau contrôle, (b) peau brûlée 4 h après applications des NP de PLA 
fluorescentes rouges, (c) bordure de plaie d’excision 4 h après applications des NP de PLA fluorescentes 
rouges, (d) bordure de plaie d’excision 24 h après applications des NP de PLA fluorescentes rouges. 
En bleu (DAPI) le marquage des noyaux des cellules, en vert de l’actine (phalloïdine Alexafluor 488) et 
en rouge des NP de PLA fluorescentes. 
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III. Résumé des résultats IV 

Pour résumer, ces observations précliniques préliminaires ont permis de mettre en évidence de 

faibles effets positifs des NP de PLA nues et des NP de PLA-FGF2 sur la vitesse de fermeture 

des plaies d’excision chez la souris C57BL/6 par rapport au FGF2 libre et au contrôle non traité. 

Ainsi, afin de mieux mettre en évidence les potentiels effets des NP de PLA fonctionnalisées il 

est intéressant d’utiliser un modèle de souris diabétique dans lequel la cicatrisation est ralentie.  

L’étude de biodistribution de NP de PLA fluorescentes a été initiée par des essais exploratoires, 

et a montré que les NP sont toujours présentes au niveau de la plaie 24 h après application. La 

pénétration des NP de PLA fluorescentes est similaire chez les souris saines et diabétiques. 

Dans le modèle de brûlure nous avons remarqué que ces NP restent en surface de la brûlure 

alors que pour les plaies d’excision elles sont localisées sur les bordures de la plaie et dans les 

couches les plus profondes de la peau.  
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Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau 

de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 

cicatrisation  

Introduction 

En parallèle des recherches précliniques utilisant la bioingénierie, les thérapies à base de 

facteurs de croissance, les cellules souches, les acides nucléiques, les thérapies dites 

« traditionnelles » basées sur des composés d'origine naturelle, comme les extraits de plantes 

sont des alternatives intéressantes. En effet, elles ont montré leur relative efficacité et 

améliorent l'accès aux soins dans les pays en développement en contournant les obstacles 

d’accès aux thérapies modernes, notamment les coûts élevés.  

Dans ce contexte de cicatrisation en présence de composites naturels, une collaboration avec le 

Dr Tummalapalli Mythili de l’équipe du Pr Bhuvanesh Gupta du laboratoire de bioingénierie 

de l’institut de technologie Indien (New Delhi) a été établie pour évaluer in vitro et in vivo 

l’efficacité de pansements à base de pectine oxydée et de gélatine (OP-Gel) contenant des 

principes actifs d’origine naturelle (curcumine et aloé vera) ou non (les particules d’argent (NS) 

et un antibiotique, la ciprofloxacine). Ces pansements sont composés d’une compresse de coton 

non tissé dans laquelle est incorporé un réseau de pectine oxydée et de gélatine. La pectine est 

un polysaccharide anionique issu des parois cellulaires des plantes. En plus d’être 

biocompatible et biodégradable, la pectine d’agrumes et ses dérivés présentent des effets anti-

inflammatoires, anti-thrombotiques, antimicrobiens. La gélatine est un mélange protéique 

d’origine animale, aux propriétés hémostatiques. Tout comme la pectine, la gélatine est 

favorable à l'adhésion, la prolifération et la migration cellulaire. Leurs propriétés intrinsèques 

et leur nature hydrocolloïde en font des biopolymères intéressants pour la fabrication des 

pansements.  

Mon travail a consisté à concevoir et mettre en œuvre les expériences in vitro de cytotoxicité et 

les expériences in vivo d’efficacité, en utilisant le modèle murin de plaie d’excision 

précédemment présenté. L’histologie a été réalisée en collaboration avec la plateforme 
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PrimaTiss (Naïma El Kholti). Les résultats obtenus ont mené à la publication de deux articles 

en deuxième auteur (articles 3 et 4).  
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Article 3 “Drug loaded composite oxidized pectin and gelatin networks for 

accelerated wound healing”  

Tummalapalli M, Berthet M, Verrier B, Deopura BL, Alam MS, Gupta B.  

International journal of pharmaceutics.  

2016; 505(1-2):234-45. doi: 10.1016/j.ijpharm. 2016.04.007. PubMed PMID: 27063849. 

Des biocomposites ont été fabriqués avec de la pectine oxydée (OP), de la gélatine et du tissu 

de coton non tissé. En raison de leurs propriétés, ces matrices peuvent influer sur le processus 

de cicatrisation et la prolifération des cellules. La ciprofloxacine est un antibiotique à large 

spectre et les particules d’argent (NS) sont des agents antimicrobiens qui limitent le recours aux 

antibiotiques et sont efficaces contre plus de 200 souches de bactéries et de champignons. Un 

nouveau procédé de réduction in situ a été suivi pour synthétiser le pansement à base de 

particule d’argent (OP-Gel-NS). La ciprofloxacine a également été incorporée dans la matrice 

OP-Gel pour produire des pansements OP-Gel-Cipro.  

Les effets in vitro et in vivo de ces pansements élaborés ont été évalués et comparés à celui d’un 

pansement commercialisé (Bactigras®). Les pansements ont été caractérisés selon leur 

morphologie et la quantité de ciprofloxacine et de NS relarguées des biocomposites. Leurs 

activités antibactériennes ont été mises en évidence, ainsi que la propriété antioxydante des 

pansements OP-Gel-NS. La toxicité de ces pansements a été mesurée in vitro sur des cellules 

NIH3T3. L’activité cicatrisante de ces pansements a été évaluée par suivi macroscopique de la 

fermeture de la plaie dans le temps sur un modèle de plaie d’excision sur souris C57BL/6J et 

par analyse histologique du tissu cicatrisé. Il a été montré que les pansements OP-Gel-NS ont 

une activité antimicrobienne de 100% à faible chargement en NS (3,75 mg/cm2) et que les 

pansements OP-Gel chargés à 1% de ciprofloxacine ont un pouvoir antimicrobien élevé. Une 

augmentation progressive de l’activité antioxydante des OP-Gel-NS est observée avec 

l’augmentation de la teneur en argent, l’activité antioxydante maximale est de 25% pour une 

teneur en argent de 10 mg/cm2. Lorsque les pansements OP-Gel et OP-Gel-Cipro sont mis en 

culture avec des fibroblastes, ces derniers ont proliféré normalement alors que les pansements 

OP-Gel-NS induisent une cytotoxicité et le pansement Bactigras® induit une lyse complète des 

fibroblastes. Les pansements OP-Gel-NS ont entraîné une accélération du processus de 

cicatrisation, qui est complète dans les 12 jours, tandis que les plaies traitées avec des 

pansements OP-Gel-Cipro ont cicatrisé dans un temps similaire à celui du Bactigras®. L'analyse 
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histologique des tissus cicatrisés a révélé que les traitements OP-Gel-NS et OP-Gel-Cipro ont 

entraîné un dépôt de collagènes organisés, une néovascularisation contrairement aux tissus 

cicatrisés spontanément ou avec les pansements Bactigras®. De plus, les pansements à base 

d’OP-Gel ont montré une faible toxicité et une forte capacité de cicatrisation. Les bénéfices de 

ces pansements sont supérieurs à ceux du pansement commercial, par conséquent ils pourraient 

être considérés comme de potentiels candidats pour le traitement efficace des plaies cutanées.  
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Article 4 “Composite wound dressings of pectin and gelatin with aloe vera 
and curcumine as bioactive agents” 

Tummalapalli M, Berthet M, Verrier B, Deopura BL, Alam MS, Gupta B.  

International journal of biological macromolecules.  

2016;82:104-13. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2015.10.087. PubMed PMID: 26529192. 

De l’aloé vera et de la curcumine ont été chargés dans des matrices de coton non tissé revêtues 

de pectine oxydée et de gélatine (OP-Gel) pour concevoir des pansements bioactifs (OP-Gel-

Aloe, OP-Gel-Curcumine, OP-Gel-Aloe-Curcumine). Ces biocomposites, entièrement 

biodégradables, ont été fabriqués à l'aide d'un procédé de trempage. La matrice de coton non 

tissé qui a été utilisée fournit un support au pansement pour une meilleure manipulation de 

celui-ci. Ces composés d’origine végétale ont été largement utilisés en médecine traditionnelle 

indienne pour leurs nombreuses propriétés thérapeutiques. L’aloé vera est une plante grasse 

dont l’extrait a des propriétés anti-inflammatoires, anti-fongiques et des effets bénéfiques pour 

la cicatrisation des plaies. La curcumine est issue du curcuma, celle-ci est responsable des 

multiples propriétés biologiques du curcuma. En effet, la curcumine a des propriétés anti-

prolifératives, anti-angiogéniques et agit comme agent thérapeutique pour promouvoir la 

cicatrisation des plaies.  

Les profils de libération des principes actifs contenus dans les pansements indiquent que la 

curcumine est libérée selon un processus biphasique, d'érosion de la matrice polymérique, 

suivie de la diffusion, tandis que l'aloé vera est libéré lors de la lixiviation de la matrice 

polymérique. Une composition 50/50 d'aloé vera/curcumine a été utilisée pour fabriquer des 

pansements OP-Gel-Aloe-Curcumine. Les tests in vitro d’efficacité antibactérienne ont montré 

que pour un taux de chargement de 40% en actif naturel, les pansements OP-Gel-Aloe et OP-

Gel-Curcumine ont 83% et 93% d’efficacité, respectivement. Cependant, contrairement à 

nos attentes, les pansements OP-Gel-Aloe-Curcumine présentaient une activité antimicrobienne 

amoindrie par rapport aux pansements OP-Gel-Aloe et OP-Gel-Curcumine, en raison de 

réactions entre les groupes esters acétyliques de l'aloé vera et les unités phénoliques de la 

curcumine. La cytocompatibilité des pansements fabriqués a été évaluée à l'aide de fibroblastes 

de souris NIH3T3. Les fibroblastes traités par OP-Gel-Aloe ont montré une viabilité élevée en 

comparaison aux autres pansements. D'autre part, les pansements OP-Gel-Curcumine et OP-

Gel-Aloe-Curcumine semblent avoir provoqué une apoptose cellulaire. Des plaies d’excision 
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sur souris C57BL/6J ont été réalisées pour suivre le processus de cicatrisation en présence des 

différents pansements. Les plaies traitées avec le pansement OP-Gel-Aloe présentaient une 

cicatrisation très rapide, avec une fermeture de la plaie de l’ordre de 80% en seulement 8 jours. 

De plus, l'analyse histologique des échantillons de peau traités avec ces pansements a révélé 

des fibres de collagènes organisées et une néovascularisation. Par conséquent, les pansements 

OP-Gel-Aloe sont proposés comme étant des biomatériaux viables pour une gestion efficace 

des plaies. 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

185 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

186 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

187 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

188 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

189 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

190 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

191 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

192 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

193 

 

 

  



Résultat V. Etude d’un composite constitué d’un réseau de pectine oxydée et de gélatine pour accélérer la 
cicatrisation 

194 

 

 

 



 

195 

 

 

 

  



Discussion  

196 

 

Discussion  

Ce projet de thèse est parti du constat que les thérapies conventionnelles de traitement des plaies 

cutanées ont des effets limités car elles n’ont pour effet que de permettre le démarrage de la 

cicatrisation sur une base saine, sans stimuler les mécanismes mis en jeu au cours des diverses 

phases qui la définissent. Par conséquent, de nouveaux concepts de pansements doivent être 

élaborés ciblant des mécanismes spécifiques du processus de cicatrisation afin d'accélérer la 

fermeture de la plaie et de restaurer la fonctionnalité du tissu cicatrisé. Des antioxydants tels 

que la VE et des facteurs de croissance des fibroblastes comme le FGF2, peuvent répondre à 

ces besoins en limitant la production de ROS générées après une blessure ou en agissant 

directement sur la réépithélialisation, la formation du tissu de granulation et le remodelage 

tissulaire. L’objet de ce travail a été d’imaginer des traitements à base de VE et/ou de FGF2 des 

plaies cutanées profondes du combattant telles que les brûlures thermiques et les plaies 

délabrantes.  

Les effets bénéfiques de la VE et du FGF2 dans la cicatrisation sont bien connus et suscitent un 

intérêt pour le traitement des plaies. Cependant, leur utilisation comme composants de 

pansements ou, crèmes se heurte à certaines limites (dégradation rapide, faible biodisponibilité) 

qui restreignent leurs activités biologiques et par conséquent leur utilisation.  

Pour surmonter ces difficultés, nous proposons un système de délivrance utilisant des NP 

fonctionnalisées par de la VE ou du FGF2. En effet, une supériorité des NP sur les pansements 

actuels résulte de leur capacité à transporter, à protéger et à permettre une libération contrôlée, 

voire ciblée, de molécules actives. Ces transporteurs permettent de renforcer l’action biologique 

de ces principes actifs en limitant leur dégradation tout en réduisant les quantités utilisées et 

donc les éventuels effets secondaires. 

Bénéficiant de l’expertise de notre laboratoire dans la synthèse de NP de PLA de 200 nm de 

diamètre environ, nous avons pu envisager de les utiliser pour vectoriser la VE et le FGF2. Le 

polymère synthétique de poly(acide lactique) utilisé pour la synthèse des NP est biodégradable, 

biocompatible et biorésorbable. Le PLA est approuvé par la FDA et l’EMA et déjà utilisé dans 

de nombreuses applications en médecine (fils de suture, implants biorésorbables, etc.), 
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renforçant la pertinence de son utilisation et devrait faciliter un développement clinique et 

industriel de ces vecteurs synthétiques. D’autre part, l’utilisation de ce polymère dans un 

contexte de cicatrisation cutanée est d’autant plus pertinent que son hydrolyse libère du lactate, 

un composé jouant un rôle important dans l’angiogenèse et la cicatrisation des plaies [106]. En 

effet, le lactate régule positivement l’expression de l’ARNm du VEGF en agissant par 

compétition de substrat (NAD+) entre l’enzyme LDH1 qui catalyse le lactate en pyruvate et la 

poly-ADP-ribose polymérase qui catalyse le mono-ADP-ribose en poly-ADP-ribose 

responsable de l’inhibition de l’expression du VEGF [107]. L’hydroxylation des procollagènes 

et la maturation des collagènes est régulées par la collagène prolyle hydroxylase qui est aussi 

régulée positivement par le lactate [106]. Il est important de souligner que la majeure partie des 

études sur la cicatrisation cutanée utilise des NP polymériques de PLGA pour vectoriser des 

principes actifs tels que des facteurs de croissances, des microARNs, des antibactériens [60] 

[108] [109] [110] [58]. L’avantage de ce polymère est qu’il libère plus rapidement du lactate 

par rapport au PLA. En effet, le PLGA de nature moins hydrophobe adsorbe plus d’eau. Ainsi, 

les lots de PLGA en solution sont par conséquent moins stables ce qui requiert généralement 

une étape supplémentaire pour leur stabilisation à long terme par lyophilisation. 

Enfin, la méthode de synthèse des NP de PLA développée par le laboratoire consiste en la 

nanoprécipitation du polymère sans ajout de tensioactif ni stabilisant. Ainsi l’ambition est de 

limiter le nombre de composants chimiques introduits lors de la synthèse afin d’éviter des effets 

toxiques possibles.  

De plus, cette méthode robuste et reproductible permet de produire des lots de NP de PLA 

homogènes en taille et à grande échelle. Enfin, les particules produites sont très stables en 

solution lorsqu’elles sont conservées à +4°C (plus de deux ans pour les particules non 

formulées). L’ensemble de ces propriétés permet d’envisager une production industrielle des 

produits dérivés de ces NP de PLA. Ce procédé de synthèse a déjà fait la preuve de sa faisabilité, 

notamment pour la production de particules de PLA utilisées comme adjuvants vaccinaux ou 

comme plateforme de délivrance d’agents pharmaceutiques actifs (immunomodulateurs, 

antibiotiques, antiviraux, etc.) (adjuvatis.com).  

Dans un premier temps, il a fallu élaborer et caractériser les NP de PLA vectorisant de la VE et 

du FGF2. Ensuite, ces NP ont été testées in vitro pour évaluer leur efficacité potentielle, comme 

système de délivrance de vitamine E et de FGF2, sur la cicatrisation des plaies. Pour finir, des 
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modèles expérimentaux in vivo ont été développés et caractérisés pour mettre en évidence 

l’efficacité des NP de PLA fonctionnalisées comme facteurs de stimulation de cicatrisation 

cutanée et de reconstruction dermique fonctionnelle.  

 

Synthèse et caractérisation de NP de PLA-VE et NP de PLA-FGF2  

Une grande partie de ce travail de thèse a consisté à (i) développer des NP de PLA 

fonctionnalisées avec de la VE ou du FGF-2, (ii) caractériser ces particules fonctionnalisées 

(caractéristiques physico-chimiques, taux de chargement et stabilité) et (iii) caractériser leurs 

actions biologiques in vitro et in vivo. 

Une première étude a été réalisée pour évaluer l’influence du taux de chargement en VE sur les 

caractéristiques physico-chimiques des NP de PLA-VE, telles que la taille, l’indice de 

polydispersité et le potentiel zêta en les comparant des NP de PLA non fonctionnalisées. Des 

NP de PLA-VE ont été élaborées par nanoprécipitation sans ajout de tensioactif à des taux de 

chargement de VE encapsulée allant de 1,2% à 10% (m/m), avec des rendements 

d’encapsulation supérieurs à 84% dans tous les cas. Contrairement aux particules lipidiques 

développées pour l’encapsulation de la VE et stabilisées par des tensioactifs (Pluronic F68, 

Tween 80), notre procédé de synthèse se prête parfaitement à l’encapsulation de la VE, sans 

avoir à ajouter de tensioactifs [111].  

De cette première étude, peu de différences physico-chimiques ont été constatées entre les 

particules de PLA-VE produites avec différents taux de chargement en VE, hormis l’indice de 

polydispersité qui augmente légèrement avec le taux de chargement.  

De telles augmentations de taille et d’Ip ont déjà été observées par Khayata et al. qui ont produit 

des particules polymériques (polycaprolactone ou PLGA) par nanoprécipitation contenant 

divers taux de vitamine E encapsulée. Les capsules obtenues de type cœur-écorce étaient 

submicroniques et relativement homogènes en taille, les diamètres et valeurs d’indice de 

polydispersité augmentant avec la quantité de Vitamine E introduite : particules de 143 nm pour 

50 mg de Vitamine E jusqu’à 236 nm de diamètre lorsque 150 mg de Vitamine E étaient 

introduits. Notons que dans tous les cas le rendement d’encapsulation était supérieur à 96%. 

Les auteurs expliquent ce résultat par la haute viscosité de la phase organique à cause de la 
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Vitamine E, les taux de chargements étant, dans leur cas, particulièrement élevés (de l’ordre de 

80%). Mais de telles augmentations de diamètres en fonction de la quantité de principe actif 

encapsulé ont également été observées sans que la viscosité de la phase aqueuse soit modifiée. 

Ainsi Musumeci et al.. ont encapsulé du docetaxel, un alcaloïde hydrophobe, dans des 

particules de PLA ou de PLGA selon une méthode très proche de celle que nous avons utilisée, 

les particules étant stabilisées par du Tween 80 puis par une étape de lyophilisation. Le 

docetaxel a été introduite à 0,5 ou 1% (m/m) avec du PLA à différentes masses molaires donnant 

alors des particules de 130 à 180 nm de diamètre, avec des Ip de 0,06 à 0,4 [112]. Les auteurs 

ont constaté une augmentation des diamètres et des indices de polydispersité des particules 

formulées avec le taux de chargement : de 100 nm, Ip de 0,058 sans docetaxel à 157 nm, Ip 

0,210 avec 1% de docetaxel pour le PLA R203 (Mw 16 000 g/mol) ou encore de 138 nm, Ip 

0,136 sans docetaxel à 180 nm, Ip 0,403 avec 1% de docetaxel pour le PLA R207 (Mw 209 000 

g/mol). Les auteurs décrivent une possible expansion de la matrice de polymère avec 

l’encapsulation de quantités croissantes de docetaxel qui expliquerait cette augmentation de 

taille. Notons que les augmentations de taille rapportées dans ces deux études sont faibles 

comparé à ce que rapportent Yenilmez et al. [113]. En effet, les auteurs ont produit des 

microparticules (MPs) de chitosane avec 10% (m/m) de VE encapsulée d’un diamètre moyen 

de 3,5 ± 0,2 μm vs 0,4 ± 0,1 μm en absence de VE, un indice de polydispersité moyen élevé 

dans les deux cas 0,61 ± 0,01 vs 0,97 ± 0,01 en absence de VE et un potentiel zêta moyen de 

+44,5 ± 0,0 mV vs +11,0 ± 0,0 mV en absence de VE. L’encapsulation de VE induit dans ce 

cas de profondes modifications des caractéristiques physico-chimiques des particules formées 

et semble même déstabiliser le système comme le montrent les tailles élevées (plus de 3 μm de 

diamètre) ainsi que la valeur d’Ip proche de 1.  

Nous avons donc été capables de produire des particules de PLA-VE avec des taux de 

chargement en VE élevés (jusqu’à 10%), des rendements de chargement supérieurs à 84%, en 

en induisant des faibles modifications de taille (autour de 200 nm), d’indice de polydispersité 

(qui reste proche de 0,1) et de potentiel zêta, comparé aux NP de PLA sans VE. Ces NP de 

PLA-VE à un taux de chargement de 10% ont un diamètre moyen de 215,4 nm ± 15 nm, un 

indice de polydispersité moyen de 0,12 ± 0,02 et un potentiel zêta moyen de -61,4 ± 10,9 mV 

(n = 4). La méthode ainsi développée semble donc prometteuse pour produire des particules 

submicroniques d’environ 200 nm (favorisant leur capture par les cellules par rapport à des 

particules microniques), contenant des taux élevés de VE encapsulée. Ramalho et al. décrivent 
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également des particules de PLGA fonctionnalisées avec de la Vitamine D (VD) à des taux de 

chargement relativement élevés, de 5 à 8% (m/m) et des rendements d’encapsulation compris 

entre 57 et 83% [114]. Les particules ainsi produites (par émulsion stabilisée par du Pluronic 

F127) ont un diamètre de 172 nm (sans VD) et de 186 nm avec VD. Dans tous les cas, l’indice 

de polydispersité est ≤ 0,1 et les particules chargées négativement. Leurs particules semblent 

stables quelques semaines, mais une stabilité à long terme requiert de lyophiliser ces particules, 

ce qui constitue une étape supplémentaire dans le processus de production. 

Le profil de libération de la VE des NP de PLA a été caractérisé en utilisant deux méthodes 

développées spécifiquement à cet effet. En effet, la libération d’un principe actif hydrophobe 

hors des particules dans une solution aqueuse peut être naturellement limitée par la faible 

solubilité de la substance hydrophobe dans le milieu aqueux. Il est possible de diluer les 

particules de façon à ce que la concentration en principe actif ne soit pas saturante, mais cela 

requiert une méthode de dosage particulièrement sensible pour détecter ces très faibles 

concentrations. 

C’est pourquoi nous avons plutôt utilisé un système biphasique (hydrophile/lipophile) pour (i) 

simuler la nature lipophile du stratum corneum de la peau et (ii) limiter la saturation de cette 

solution aqueuse en VE hydrophobe en ajoutant un solvant lipophile qui favorise sa 

solubilisation [96]. Les NP de PLA-VE ont été diluées dans une solution de PBS et la libération 

de la VE se fait dans cette phase aqueuse. La VE se dilue et se concentre ensuite dans la phase 

lipophile (hexane) qui surnage et dans laquelle la VE est soluble mais pas le PLA. Ainsi la 

phase aqueuse n’est jamais saturée en VE et la libération de la VE hors de la matrice hydrophobe 

des particules n’est pas limitée par sa faible solubilité dans l’eau. Le profil de libération observé 

est caractérisé par un burst correspondant à une libération initiale massive (15 % en 30 minutes) 

et qui représente généralement la libération du principe actif adsorbé à la surface des particules 

ou encapsulé à proximité de la surface [112]. La deuxième phase correspond à une libération 

plus lente et soutenue jusqu’à 75% de la VE libérée en 7 jours. 

Nous avons également étudié le relargage de la VE en adaptant une deuxième méthode pour (i) 

se rapprocher des conditions physiologiques d’une plaie cutanée en se plaçant dans une solution 

aqueuse à pH acide et (ii) mimer l’interface milieu-membranes cellulaires en ajoutant un 

tensioactif qui favorise la solubilisation de la VE. Dans ce cas, les NP de PLA-VE ont été 

diluées dans une solution hydrophobe grâce à la présence d’une concentration importante de 
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Tween® 80. Le profil de libération observé alors est caractérisé par un burst très important et 

très rapide puisque 89% de la VE encapsulée est libérée hors des NP de PLA-VE en seulement 

30 min.  

Ces études mettent en évidence une libération progressive et soutenue de la VE hors des NP de 

PLA dans un environnement biphasique (modèle 1), mais au contact des membranes cellulaires, 

une libération massive et très rapide de la VE pourrait se produire comme illustrés par les 

résultats obtenus avec le modèle 2. Ainsi, on peut donc faire l’hypothèse que l’encapsulation 

de la VE pourrait favoriser sa libération ciblée dans les cellules. 

Nous nous sommes également intéressés à la stabilité des particules que nous avons produites. 

Ainsi les caractéristiques physico-chimiques et les taux de chargements de plusieurs lots de NP 

PLA-VE en solution ont été suivis à différentes températures de conservation, pendant 56 jours. 

Aucune instabilité majeure n’a été observée. Néanmoins, le lot de NP de PLA-VE au taux de 

chargement en VE de 7% (m/m) est celui qui présente le moins de variations dans le temps et 

aux différentes températures de stockage, et il a été utilisé comme référence pour la suite de 

l’étude. Ainsi, un taux de chargement de 7% en VE les NP de PLA-VE ont un diamètre moyen 

de 216 nm, un rendement d’encapsulation moyen de 84% correspondant à 2 mg/mL de VE.  

L’encapsulation de FGF2 dans le cœur des NP de PLA n’est pas envisageable avec le mode de 

synthèse des particules par nanoprécipitation, et conduirait à une dénaturation de ces protéines 

lors de l’encapsulation (solubilisation en acétone) ou à un rendement d’encapsulation très 

faible, car la protéine est hydrophile. En revanche, l’adsorption passive de protéines à la surface 

des particules de PLA est à la fois une méthode de formulation très douce non dénaturante pour 

les protéines, et une stratégie qui s’est avérée efficace par exemple pour la vectorisation 

d’antigènes dans le cadre du développement de candidats vaccins anti-HIV [115] [116] [117]. 

De plus, une fois adsorbé à la surface des particules, le FGF2 reste accessible aux récepteurs de 

surface cellulaires. Un protocole d’adsorption a été développé avec un taux de chargement en 

FGF2 de 0,5% (m/m) pour permettre d’obtenir à la fois un bon rendement d’adsorption de FGF2 

(74%, 11 μg/mL) et un diamètre des particules formulées qui reste submicronique (201 nm). 

Le FGF2 est une protéine très cationique, susceptible de s’adsorber très facilement à la surface 

des NP de PLA anioniques. Mais pour obtenir des particules correspondant à notre cahier des 

charges, nous avons dû limiter les interactions électrostatiques entre la protéine et les particules, 

afin d’éviter la formation d’agrégats particulaires. Pour cela, l’adsorption a été réalisée dans un 



Discussion  

202 

 

tampon proche du point isoélectrique de la protéine (point isoélectrique, pI 9,6). D’autres 

systèmes de délivrance à base de NP polymériques ont été décrits pour vectoriser des facteurs 

de croissance. Mais le VEGF, le FGF2 et l’EGF ont à chaque fois été encapsulés dans des NP 

de PLGA produites par émulsion et stabilisées par des tensioactifs (Pluronic® F-127, F-68, 

PVA) [109] [118] [62]. 

 

Evaluation de l’efficacité in vitro des NP de PLA-VE et des NP de PLA-FGF2 

Les NP de PLA-VE n’ont montré aucune toxicité sur les fibroblastes. L’effet antioxydant de la 

VE encapsulée dans les NP de PLA est maintenu et permet de diminuer la production de ROS 

intracellulaires des fibroblastes mise en condition de stress oxydant. Cet effet a déjà été 

démontré dans de nombreuses études [119] [120] [121].  

L’évaluation in vitro de la capacité du FGF2 formulé ou non avec les NP de PLA, a d’abord 

nécessité de développer les conditions de culture adéquates. En effet, pour s’affranchir des 

facteurs de croissance présents dans le sérum généralement ajouté dans le milieu de culture, il 

a fallu dans un premier temps déterminer la proportion de sérum dans le milieu qui permette de 

mettre en évidence l’effet du FGF2 sans induire la mort cellulaire. Deux modèles ont donc été 

utilisés : un modèle expérimental pour étudier la prolifération des fibroblastes et un modèle de 

« plaie » in vitro dans lequel une brèche est pratiquée dans un tapis cellulaire de fibroblastes, 

permettant d’évaluer leur capacité à migrer dans une plaie. 

La capacité du FGF2 à stimuler la prolifération des fibroblastes, une fois celui-ci adsorbé à la 

surface des NP de PLA a été évaluée par un test fondé sur la quantification de l’ADN 

intracellulaire. Cette méthode est plus sensible que les tests métaboliques tels que le XTT, le 

MTT ou UptiBlue™ dans lesquels nos composés à tester peuvent interférer avec les enzymes 

impliquées dans le fonctionnement du test métabolique et ainsi créer des faux positifs. Aucune 

différence significative n’a été relevée entre les fibroblastes traités avec des NP de PLA-FGF2 

et ceux traités par du FGF2 libre. L’activité stimulante du FGF2 adsorbé est donc comparable 

à celle du FGF2 libre pour la prolifération cellulaire. Les particules formulées ont également 

été testées pour leur capacité à induire la prolifération/migration de fibroblastes dans un modèle 

de « brèche » in vitro. Les NP de PLA-FGF2 et le FGF2 libre ont montré une capacité identique 

à induire la prolifération/migration des fibroblastes jusqu’à 24 h, en réduisant significativement 
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le temps de fermeture de la « brèche » du scratch test, comparé aux cellules non traitées ou 

traitées avec des NP de PLA nues. Ces résultats démontrent que l’activité biologique du FGF2 

après adsorption sur des NP de PLA a bien été conservée. De plus, aucune cytotoxicité des NP 

de PLA-FG2 n’a été mise en évidence sur des fibroblastes.  

 

Développement de modèles expérimentaux pour l’étude de la cicatrisation in vivo 

Les résultats des tests in vitro utilisés pour évaluer l’efficacité des NP de PLA fonctionnalisées 

nous ont renseignés sur leur activité biologique. Celle-ci a été mise en évidence pour les NP de 

PLA-VE et pour les NP de PLA-FGF2. Comme mentionné dans l’étude bibliographique, ces 

modèles présentent des limites car ils ne reflètent pas un environnement intégré et fonctionnel 

tel qu’un organisme entier. 

Pour se rapprocher au plus près des processus physiologiques mis en place chez l’homme après 

blessure, nous avons développé des modèles expérimentaux de plaies cutanées profondes. Dans 

le contexte de plaies profondes se rapprochant le plus des plaies délabrantes et des brûlures du 

combattant, nous avons mis en place des modèles plaies d’excision cutanée et de brûlure 

thermique de 3ème degré. Ces deux modèles ont été développés, sur souris SKH1 

immunocompétentes et sans poils. Cette souche de souris représente un avantage majeur car il 

n’est pas nécessaire de dépiler les animaux avec des crèmes dépilatoires susceptibles 

d’engendrer des réactions physiologiques non contrôlées. Le modèle de plaie d’excision décrit 

par Galiano et al. (2004) sur des souris C57/BL6J a été utilisé comme référence et adapté sur 

souris SKH1 [102]. Ce modèle est fréquemment utilisé dans les études précliniques pour tester 

l’efficacité de nombreux biomatériaux sur la cicatrisation. Une amélioration apportée dans ce 

modèle initial est l’utilisation d’un anneau de silicone fixé autour de la plaie pour (i) limiter les 

effets de contractions cutanées liés à la présence du muscle panniculus carnosus chez les 

rongeurs, et pour (ii) induire une cicatrisation par réépithélialisation et formation du tissu de 

granulation [48]. Avec cet anneau autour de la plaie, la taille des plaies est plus reproductible 

par rapport aux souris excisées sans anneaux [122]. Cependant, il convient de noter que ces 

dispositifs altèrent l'environnement mécanique de la plaie en entravant les forces de traction 

générées à l'intérieur et autour du site de la plaie [123].  
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Un protocole de brûlure thermique du 3ème degré, décrit par Stevens et al. (1994) sur souris 

CD1, a également été adapté et caractérisé, sur la souris SKH1 [103]. A l’issu de cette thèse, 

nous pouvons donc proposer un protocole standardisé de brûlure thermique de 3ème degré sur 

souris sans poils immunocompétente. De nombreux protocoles ont été décrits dans la littérature 

et l’utilisation d’un plot en métal préchauffé dans un bain marie sec constitue une alternative 

aux approches utilisant de l’eau bouillante ou bien une flamme. Dans les études publiées sur la 

souris utilisant des plots métalliques, différentes températures de plots sont utilisées allant de 

92°C à 180°C associées à des temps d’applications sur la peau allant de 5 sec à 60 sec [36] 

[124] [125] [126] [127] [103]. Dans l’objectif de standardisation du protocole de brûlure 

thermique de 3ème degré sur la souris SKH1 nous avons testé différents temps d’application 

d’un plot en laiton chauffé à 100°C allant de 3 sec à 25 sec. Pour créer des plaies reproductibles 

le plot métallique est appliqué sur la peau en utilisant uniquement la gravité, c’est à dire que la 

pression appliquée sur la peau résulte du seul poids des plots. En effet, des études ont montré 

que l’intensité de la pression appliquée sur la peau peut affecter la profondeur et l’étendue de 

la brûlure [128]. Un temps d’application du plot de 5 sec a été retenu pour induire une brûlure 

de 3ème degré avec des dommages tissulaires impliquant la totalité du derme et de l’hypoderme, 

tel que nous l’avons caractérisé par des observations histologiques. Nous avons aussi montré 

une progression des dommages dans le tissu (nécrose cellulaire, cellules inflammatoires, MEC 

dégradée) entre 2 h et 72 h après la brûlure. Des observations histologiques de peaux de patients 

brûlés [26] [29] [129] [130] et issues de modèles expérimentaux de brûlure thermique tels que 

le porc [129] ont montré que la brûlure est un processus dynamique qui est à son maximum 3 

jours après la brûlure. La coloration progressive de la peau passant du jaune au marron après 

brûlure est corrélée à la formation d’une escarre. Nous avons souhaité intégrer à ce protocole 

une étape qui est pratiquée en clinique pour la prise en charge des brûlures de 3ème degré chez 

l’homme. En effet, quatre jours après la brûlure une étape de débridement est réalisée pour 

éliminer le tissu nécrotique par excision. Comme mentionné dans de nombreuses publications, 

cette étape induit la diminution de la réponse inflammatoire si elle est réalisée suffisamment tôt 

après la brûlure [131] [132]. En effet, dans une étude menée chez le rat, un débridement effectué 

24 h après la brûlure induit une diminution de production des principales cytokines pro-

inflammatoires 5 jours après la brûlure ce qui n’est pas le cas lorsque l’étape de débridement 

n’est pas réalisée [131]. Cette étape étant rarement réalisée dans les modèles de brûlures de 3ème 

degré publiés il est difficile de comparer nos résultats de cinétique de fermeture de la plaie à 

ceux de la littérature. Dans nos essais, la plaie est refermée 14 jours après la brûlure en 
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moyenne, alors que dans une étude de brûlure de second degré chez la souris ne réalisant pas 

de débridement, la plaie n’est toujours pas refermée après 14 jours [133]. Même si l’analyse 

histologique est considérée comme le « gold standard » pour évaluer la profondeur de la 

brûlure, cette technique présentent des limites. En effet, les dommages structurels ne sont pas 

systématiquement associés à une perte de fonctionnalité tissulaire. D’autre part, le fait que les 

dommages induits par la brûlure soient progressifs rend difficile l’interprétation de biopsies 

réalisées trop tôt [134]. Comme mentionné dans l’étude bibliographique, la physiopathologie 

de la brûlure engendre des modifications de la perfusion sanguine cutanée [26]. Les 

observations histologiques montrent des vaisseaux sanguins hémorragiques et dilatés entre J1 

et J3 ce qui est en lien avec la perte de fonctionnalité microvasculaire illustrée par une 

diminution du flux sanguin, suggérant des atteintes vasculaires importantes. Quatre jours après 

la brûlure, le flux sanguin est en dessous du flux basal mais est restauré à J7 après brûlure. Ces 

résultats sont similaires à ceux de Langer et al. sur souris SKH1 qui ont montré que 1 et 3 jours 

après la brûlure le flux sanguin artériel est diminué par rapport au flux basal, avec des moyennes 

de flux de 71% et de 70% vs 100%, respectivement [135]. 

A la fin de notre étude (J16), le tissu cicatrisé est caractéristique d’un tissu cicatrisé en phase 

de tissu de granulation tardif et est caractérisé par une réaction inflammatoire élevée comparé 

à la peau saine.  

Pour pallier le fait que la souris cicatrise spontanément sans traitement quelconque, un terrain 

diabétique entravant les processus de réparation-reconstruction tissulaire est opportun et 

pertinent pour tester l’efficacité de nos « NP fonctionnalisées » dans des conditions stringentes. 

Ainsi, un diabète de type I sur souris SKH1 a été induit chimiquement et suivi, et un 

ralentissement de cicatrisation a été observé sur les deux types de plaies réalisées. Pour 

l’induction chimique expérimentale, l’injection, par voie IP, d’une dose unique et massive de 

streptozotocine (STZ, 195 mg/kg de poids vif), entrainant la destruction des cellules β 

pancréatiques et induit un diabète de type 1, avec une hyperglycémie stable et durable [105]. 

Le processus de cicatrisation de ces deux modèles de plaies sur souris SKH1 saines et 

diabétiques a été caractérisé par un suivi macroscopique, microscopique et par analyse de 

l’expression de 84 gènes impliqués dans le processus de cicatrisation. La fonctionnalité du tissu 

en cours de cicatrisation et reconstruit a été évaluée par analyses physiologiques de la 

microcirculation cutanée sanguine.  
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Conclusion et perspectives 

L’objectif de cette thèse était de mettre en œuvre le développement d’une thérapie innovante 

des plaies cutanées profondes, basée sur l’utilisation de nanoparticules biodégradables vectrices 

de médiateurs de la cicatrisation. Le but recherché est d’accélérer la cicatrisation cutanée et de 

favoriser la reconstruction d’un derme fonctionnel. A cette fin, la stratégie suivie a été de réduire 

la réaction inflammatoire pour en contenir les effets délétères et de stimuler la 

réépithélialisation pour accélérer la cicatrisation et réduire le risque infectieux. Les moyens mis 

en œuvre pour atteindre ces objectifs ont été l’utilisation d’un antioxydant, la vitamine E (VE) 

et d’un facteur de croissance des fibroblastes (FGF2), vectorisés par des nanoparticules (NP) 

biocompatibles et biodégradables à base de poly(acide lactique) (PLA). 

Les NP-PLA ont été élaborées par nanoprécipitation, sans ajout de tensioactifs, à partir d’un 

polymère synthétique obtenu au laboratoire par « chimie verte » utilisant le zinc (Zn++) comme 

catalyseur. Ces NP contiennent l’antioxydant (VE) encapsulé dans leur cœur hydrophobe, ou 

portent le facteur de croissance fibroblastique (FGF2) adsorbé à leur surface. Ces formulations 

ont alors été caractérisées par des méthodes physico-chimiques, puis testées in vitro pour 

évaluer leur efficacité potentielle, comme système de délivrance de vitamine E et de FGF2, sur 

la cicatrisation des plaies. Des modèles expérimentaux in vivo ont été développés et caractérisés 

pour mettre en évidence l’efficacité des NP de PLA fonctionnalisées comme facteurs de 

stimulation de cicatrisation cutanée et de reconstruction dermique fonctionnelle.  

Les NP de PLA-VE que nous avons synthétisées par nanoprécipitation à un taux de chargement 

de VE de 7% (m/m) avaient un diamètre moyen de 216 nm, avec un indice de polydispersité 

(Ip) moyen de 0,07 ce qui prouve l’homogénéité des lots produits. Le potentiel de surface 

moyen était de -67 mV. Le rendement d’encapsulation était en moyenne de 86%. Le taux de 

chargement en VE était modulable, et nous avons pu le faire varier de 1,2% à 10% (m/m). La 

cinétique de libération de la VE des NP de PLA-VE a été évaluée dans deux milieux de 

relargage. Une libération de 89% de VE des NP de PLA-VE en 30 min a été observée dans un 

environnement mimant le pH acide de la plaie et les membranes cellulaires contrairement au 

second milieu mimant le stratum corneum de la peau, où 15% de VE était libérée des NP de 

PLA-VE. Une bonne stabilité des NP de PLA-VE aux différents taux de chargement en VE 
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(1,2% à 10%) a été observée à 4°C, 25°C, et 37°C comme attesté par la stabilité de plusieurs 

paramètres (taille moyenne de 218 nm, un indice de polydispersité moyen de 0,08 et potentiel 

zêta moyen de -60 mV) sur une durée de près de deux mois. Nos résultats montrent que l’activité 

antioxydante de la VE n’est pas perturbée par l’encapsulation dans des NP de PLA, et qu’elle 

est légèrement supérieure à celle de la vitamine E libre, dans un système in vitro de fibroblastes 

en culture soumis à un stress oxydant. Enfin, les NP de PLA-VE utilisées dans notre étude n’ont 

montré aucune cytotoxicité.  

Les NP de PLA-FGF2 synthétisées par adsorption passive de FGF2 sur des NP de PLA nues à 

un taux de chargement en FGF2 de 0,5% (m/m) avaient un diamètre moyen de 201 nm, avec 

un indice de polydispersité moyen de 0,18, attestant de l’homogénéité des lots produits. Le 

potentiel de surface moyen était de -49,6 mV. Le rendement d’adsorption moyen était de 74%, 

avec une concentration de FGF2 de 11 μg/mL. L’activité biologique du FGF2 n’est pas 

diminuée par son adsorption à la surface des NP de PLA, comme montré par la capacité des NP 

de PLA-FGF2 d’induire la prolifération (synthèse d’ADN) et la migration (Scratch test) de 

fibroblastes en culture. A l’égal des NP de PLA-VE, les NP de PLA-FGF2 n’ont montré aucune 

toxicité sur les fibroblastes. Ces résultats montrent que les NP de PLA-VE comme les NP de 

PLA-FGF2 ont les caractéristiques de bons candidats médicaments pour la délivrance in situ de 

facteurs de cicatrisation de plaies.  

Deux modèles expérimentaux de plaies cutanées profondes ont été développés sur souris sans 

poils SKH1 saines : Un modèle robuste de brûlure cutanée thermique de 3ème degré, qui se 

caractérise par une inflammation massive de la plaie et par un stade de granulation tardif après 

16 jours de cicatrisation, a été mis au point et décrit. Un modèle de plaie d’excision cutanée, 

adapté de celui de Galiano et al. a également été utilisé. Un modèle de cicatrisation retardée a 

été obtenu par induction chimique d’un diabète de type I stable avant réalisation des plaies 

d’excision ou de brûlure. Ces modèles de plaies cutanées ont été caractérisés tout au long du 

processus de cicatrisation par des études macroscopiques de cinétique de fermeture des plaies, 

des études histologiques d’inflammation, de nécrose et de réépithélialisation, et enfin des études 

physiologiques de perfusion sanguine cutanée. L’expression de 84 gènes impliqués dans le 

processus de cicatrisation a été étudiée sur le tissu cicatriciel 14 jours après formation de la 

plaie. A titre d’essais exploratoires, j’avais lors de mon stage de Master II, testé l’efficacité de 

NP de PLA-FGF2 sur la cicatrisation d’une plaie d’excision cutanée, sur le modèle de souris 

C57BL/6. Ces pré-essais avaient montré un (faible) effet positif des NP fonctionnalisées, mais 
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aussi des NP de PLA nues, ce qui était somme toute encourageant d’utiliser un potentiel 

« pansement biologique » aux propriétés cicatrisantes intrinsèques. 

Pour conclure, nos résultats mettent en évidence l’intérêt et l’efficacité des NP de PLA utilisées 

comme vecteurs de molécules thérapeutiques, dans le cadre du développement de stratégies de 

délivrance ciblée de VE et FGF2 dans les plaies cutanées profondes. Les modèles 

expérimentaux in vivo développés et caractérisés, ouvrent la voie aux études précliniques 

d’efficacité des NP de PLA fonctionnalisées dans le processus de cicatrisation des plaies 

profondes. Il s’agit de tester l’effet des NP de PLA-VE et des NP de PLA-FGF2, en application 

topique, seules ou en association, sur la cicatrisation et la reconstruction dermique des plaies 

cutanées profondes selon la méthodologie décrite dans cette thèse. Le modèle de souris SKH1 

diabétique, avec retard de cicatrisation, développé ici sera à cet égard très utile.  Comme décrit 

plus haut, ces études reposeront sur (i) des observations macroscopiques utilisant des techniques 

d’imagerie permettant d’analyser finement la cinétique de fermeture des plaies, (ii) des 

observations histologiques en microscopie optique permettant de suivre au niveau tissulaire et 

cellulaire l’évolution de l’inflammation et de la reconstruction dermique, (iii) des études 

physiologiques fondées sur la technologie laser-doppler, permettant de suivre par des méthodes 

non invasives la revascularisation du tissu cutané, et enfin (iv) des études de biologie 

moléculaire basées sur la qPCR permettant d’analyser l’induction ou l’inhibition d’expression 

de nombreux gènes impliqués dans le processus de cicatrisation-réparation.  

Pour la suite de cette thèse, il reste à étudier le relargage du FGF2 et la stabilité des NP de PLA-

FGF2 dans le temps pour finir de les caractériser. Il serait aussi intéressant de vérifier si le FGF2 

adsorbé à la surface des NP de PLA est protégé des phénomènes de dégradation rencontrés dans 

la plaie (acidification, protéases). Dans une étude réalisée par Nguyen et al., le FGF2 adsorbé 

à la surface de NP de carboxyméthyl-chitosane est protégé de la dégradation par une protéase 

comme la trypsine présente dans les plaies [136]. Si les NP de PLA ne protègent pas le FGF2 

de la dégradation, l’utilisation de l’héparine pour fixer le FGF2 sur les NP de PLA est une 

alternative. En effet, une étude menée par Gospodarowicz et Cheng a montré que le FGF2 

couplé avec l’héparine est protégé de la dégradation induite par la chaleur et l’acidification 

[137]. De plus, la forte capacité de l’héparine à se lier spécifiquement au FGF2 a été utilisée 

pour développer de nouveaux systèmes de délivrance de FGF2 par la libération contrôlée de 

FGF2-héparine [138] [137] [139] [140]. De nombreux nanovecteurs couplés à de l’héparine 

tels que des micelles de PCL, NP de PLGA ou de gélatine ont été utilisés pour libérer 
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progressivement du FGF2 [141] [142] [143] [144] [145] [146]. Le couplage de l’héparine au 

NP de PLA pourrait peut-être répondre à cette exigence dans le cas où les NP de PLA-FGF2 

libèreraient trop rapidement le FGF2. 

Les modèles expérimentaux in vivo développés et caractérisés, ouvrent la voie aux études 

précliniques d’efficacité des NP-PLA fonctionnalisées dans le processus de cicatrisation des 

plaies profondes. Un objectif sur le court terme sera de tester des NP de PLA vectorisant les 

deux molécules, VE encapsulée + FGF2 adsorbé en surface pour démontrer un potentiel effet 

synergique des trois composants des NP (VE, FGF2 et PLA) sur la cicatrisation des plaies. 

Cette stratégie a été bénéfique dans une étude in vivo menée par Li et al. où un antioxydant (la 

curcumine) et un facteur de croissance (EGF) ont été co-encapsulés dans des NP de PLA–

10R5–PLA intégrées dans un hydrogel (EGF-Cur-NP/H) [147]. Le traitement EGF-Cur-NP/H 

a montré accélérer significativement la fermeture de la plaie en augmentant la formation du 

tissu de granulation, le dépôt de collagènes et l’angiogenèse par rapport aux NP/H, au Cur- 

NP/H et EGF-NP/H traités. Néanmoins, il est nécessaire d’envisager une autre méthode 

d’administration car le fait que les NP soient en solution rend difficile le contrôle de leurs dépôts 

sur la plaie. Une des possibilités serait d’administrer les NP par injection intradermique sur les 

bords de la plaie. Ce mode d’administration a déjà été utilisé pour traiter des plaies d’excision 

chez des souris saines et diabétiques avec des NP de PLGA fonctionnalisées par de la 

curcumine, du VEGF ou un peptide antimicrobien LL37 [58] [62] [60]. Une alternative est de 

pulvériser les NP sur la plaie, comme cela a été réalisé dans l’étude de Chu et al., dans laquelle 

des NP de PLGA vectorisant de l’EGF ont été appliquées sur des plaies d’excision chez des rats 

diabétiques à l’aide d’un spray [118]. 

Nous avons pu constater au cours des expérimentations qu’il est difficile de maintenir l’anneau 

en place autour de la plaie sans que les souris ne l’arrachent, même lorsqu’il était recouvert 

d’un film transparent. Lorsque l’anneau fixé s’était arraché, ou ne tenait plus très bien, nous 

avons été contraint de le remplacer par un nouvel anneau, ce qui peut engendrer des réactions 

inflammatoires non désirées. Il parait nécessaire de réadapter ce modèle pour qu’il soit utilisé 

de façon optimale. Nous nous sommes intéressées avec le Dr Dominique Sigaudo-Roussel à 

mettre au point un dispositif plus « solide » que le précédent avec le cahier des charges suivant : 

il doit être non-invasif, étanche et conformable, permettre de visualiser facilement la 

progression de la cicatrisation, assurer la protection de la plaie, vis à vis de l’environnement 

extérieur et de l’animal lui-même. Pour cela, nous nous sommes basées sur un dispositif déjà 
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breveté et inventé par le Dr Christophe Dardenne, le Dr Bernard Pipy et le Dr Michel Lamoise 

[148]. Notre prototype a été fabriqué à partir de polymère thermoplastique, l’acrylonitrile 

butadiène styrène, à l’aide d’une imprimante 3D (RAISE 3D, équipe PRABI Raphael Terreux, 

PU UCBL1) (Figure 33). 

 

Figure 33 : (a)anneau avec maillage en acrylonitrile butadiène styrène, deux par côtés sont effectués 
pour laisser passer le fil de suture)préalablement thermoformée, afin d’épouser parfaitement le dos de 
l’animal b) dispositif fixé à l’aide de colle chirurgicale et de deux points de suture. 

Il convient également de souligner que la vectorisation de principes actifs, et notamment de 

molécules peptidiques, par des particules pourrait favoriser leur immunogénicité, ce qui 

constituerait un effet secondaire non souhaité. Il s’agit d’ailleurs d’une analyse à réaliser dans 

les études précliniques d’évaluation de toxicité. L’immunogénicité de la VE et surtout de la 

FGF2 vectorisés devra être étudiée. Même si les lots de NP de PLA fonctionnalisées sont 

fabriqués à partir d’un polymère biodégradable, biocompatible et biorésorbable, une étude de 

biodistribution de ces NP dans l’organisme, après application topique sur la plaie, nous 

renseignerait sur le devenir des NP de PLA. Pour cela, nous pourrions envisager d’utiliser une 

méthode d’imagerie médicale utilisant des produits de médecine nucléaire, la scintigraphie, 

pour évaluer la perméation de nos NP de PLA-VE dans une plaie et voir si celles-ci passent 

dans la circulation sanguine. Cette technique a déjà été utilisée par Pereira et al. pour mettre en 

évidence la rétention au niveau de la zone brûlée de microparticules de chitosane vectorisant de 

la VE et de l’aloé vera incluent dans un gel [149]. Il est également nécessaire d’envisager la 

stérilisation des nanoparticules actives, soit par irradiation γ (NP de PLA-VE et NP de PLA-

FGF2), soit par autoclavage des NP de PLA nues (cela a été fait au laboratoire dans le cadre 

d’autres études) et synthèse des NP fonctionnalisées en conditions stériles (NP de PLA-FGF2). 

L’infection étant un des principaux facteurs de ralentissement ou d’échec de guérison des plaies 

profondes, notamment les brulures de 3ème degré, il sera nécessaire d’apporter des antibiotiques 

(par exemple la ciprofloxacine) et/ou des antiseptiques (par exemple les ions Ag++) dont 
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l’efficacité pourra être testée sur divers modèles d’infections expérimentales de plaies décrits 

dans la littérature (P. aeruginosa, S. aureus, K. pneumonia par exemple) ou sur des infections 

par des bactéries du risque biologique, telle Bacillus anthracis. Ces antimicrobiens pourront 

être encapsulés ou adsorbés sur les NP. Ils pourraient également être portés par une matrice. En 

effet, dans le cadre plus large du projet PaNaCée, il était prévu d’imbriquer les NP de PLA 

fonctionnalisées dans une matrice nanofibrillaire, par exemple de PLGA, afin de constituer un 

« biopansement » biorésorbable relarguant ses principes actifs au cœur de la plaie [94]. Outre 

qu’elle permettrait un relargage progressif et contrôlé des NP, et des molécules bioactives, au 

cœur de la plaie, cette matrice servirait de support facilitant la migration-prolifération des 

cellules responsables de la réépithélialisation. Autre qu’une matrice nanofibrillaire de PLGA, 

les hydrogels sont une alternative intéressante, car de par leur teneur élevée en eau (≥ 90%) et 

leurs propriétés mécaniques leur permettant de mieux épouser les contours de la plaie ils en 

facilitent la réhydratation. En effet, l’association des NP fonctionnalisées avec des matrices 

bioactives représente une innovation majeure pour le futur des traitements des plaies cutanées 

comme nous l’avions mentionné dans la revue «Nanoparticle-Based Dressing: The Future of 

Wound Treatment?» (Figure 34) [30]. 

 

Figure 34 : Représentation schématique des nanomatériaux utilisés pour la cicatrisation des plaies ; 
“des nanoparticules aux composites nanoparticulaires” [30]. Abréviations : FMs, Films et membranes; 
HGs, Hydrogels; MCs, Multi-composites; NFs, Nanofibres; NP, Nanoparticules. 
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Figures complémentaires 

 

 

Figure 35 : (a) Evaluation de la surface corporelle brûlée : règle des 9 de Wallace 
(http://sofia.medicalistes.org), (b) Evaluation de la surface corporelle brûlée : table de Lund et Browder 
(www.remotephcmanuals.com). 
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Tableau 8 : Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-VE à différents taux de chargement en 
VE (1,2%, 5,0%, 2,5%, 5,0%, 7,0% et 10,0%) et des NP de PLA nues. Le diamètre (nm), l’indice de 
polydispersité et le potentiel zêta (mV) sont obtenus par DLS. Le rendement d’encapsulation de VE dans 
les NP de PLA (%) est déterminé par HPLC. Les résultats sont présentés comme étant la moyenne ± 
SD. 
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Figure 36 : Caractérisation physico-chimique des NP de PLA-VE aux différents taux de chargement en 
vitamine E (10,0%, 7,0%, 5,0%, 2,5% et 1,2%) à trois températures (4°C (bleu), 27°C (vert) et 37°C 
(orange)) sur 56 jours. Evaluation dans le temps du diamètre (nm), de l’indice de polydispersité (Ip) et 
du potentiel zêta (mV). 
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Figure 37 : Effet cytotoxique du FGF2 (100 ng/mL), des NP de PLA nues (15 μg/mL) et des NP de PLA-
FGF2 (100 ng/mL en FGF2) sur des fibroblastes NIH3T3. Les résultats sont exprimés comme le 
pourcentage de cytotoxicité. Les résultats sont représentés comme étant la moyenne ± la SD (N=3, n=3-
5). Des analyses statistiques sont effectuées en utilisant un two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc 
multiparamétrique Bonferroni. Les différences significatives sont représentées par rapport au condition 
NT, **** diffère très significativement (P ≤ 0.0001). 

 

Figure 38 : Effet du FGF2 (100 ng/mL), des NP de PLA nues (15 μg/mL) et des NP de PLA-FGF2 (100 
ng/mL en FGF2) sur la prolifération des fibroblastes NHDF. Les résultats sont exprimés en fonction de 
la quantité d’ADN (ng) contenue dans les cellules. Les résultats sont représentés comme étant la 
moyenne ± la SD (N=3, NT, NP de PLA, FGF2 n=14, NP de PLA-FGF2 n=5). Des analyses statistiques 
sont effectuées en utilisant un two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc multiparamétrique Bonferroni. 
Les différences significatives sont représentées par rapport au condition NT, **** diffère 
significativement (P ≤ 0.0001).  
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Figure 39 : Effet du FGF2, des NP de PLA nues et des NP de PLA-FGF2 sur la migration et la 
prolifération des fibroblastes NIH3T3. (a) observations microscopiques à 0 h et après 24 h de 
traitements, (b) et (c) Les résultats sont exprimés comme le pourcentage de fermeture par rapport à la 
surface de la plaie initiale. Les résultats sont représentés comme étant la moyenne ± la SD (N=4, n=3, 
cellules non traitées NT, FGF2 et NP de PLA-FGF2, NP de PLA). Des analyses statistiques sont 
effectuées en utilisant un two-way ANOVA suivi d’un test post-hoc multiparamétrique Bonferroni. Les 
différences significatives sont représentées par rapport au condition NT. Les valeurs obtenues en 
condition non traitée (NT) sont comparées aux autres conditions. *** diffère significativement 
(P ≤ 0.001), ** diffère significativement (P ≤ 0.01), * diffère significativement (P ≤ 0.05). 

 

 

 

 

 



Annexes 

219 

 

Revue n°2 “Poly(lactic acid) and poly(lactic-co-glycolic acid) particles as 

versatile carrier platforms for vaccine delivery”  

 



Annexes 

220 

 

 

  



Annexes 

221 

 

 

  



Annexes 

222 

 

 

  



Annexes 

223 

 

 

  



Annexes 

224 

 

 

  



Annexes 

225 

 

 

  



Annexes 

226 

 

 

  



Annexes 

227 

 

 

  



Annexes 

228 

 

 

  



Annexes 

229 

 

 

  



Annexes 

230 

 

 

  



Annexes 

231 

 

 

  



Annexes 

232 

 

 

  



Annexes 

233 

 

 

  



Annexes 

234 

 

 

  



Annexes 

235 

 

Demande d’autorisation de projet utilisant des animaux à des fins 

scientifiques 

 

  



Annexes 

236 

 

 



 

237 

 

 

  



Annexes 

238 

 

 

  



Annexes 

239 

 

 

  



Annexes 

240 

 

 

  



Annexes 

241 

 

 

  



Annexes 

242 

 

 

  



Annexes 

243 

 

 

  



Annexes 

244 

 

 

  



Annexes 

245 

 

 

  



Annexes 

246 

 

 

  



Annexes 

247 

 

 

  



Annexes 

248 

 

 

  



Annexes 

249 

 

 

  



Annexes 

250 

 

 

  



Annexes 

251 

 

 

  



Annexes 

252 

 

 

  



Annexes 

253 

 

 

  



Annexes 

254 

 

 

  



Annexes 

255 

 

 

  



Annexes 

256 

 

 

  



Annexes 

257 

 

 

  



Annexes 

258 

 

 

  



Annexes 

259 

 

 

  



Annexes 

260 

 

 

  



Annexes 

261 

 

 

  



Annexes 

262 

 

 

  



Annexes 

263 

 

 

 

 



 

264 

 



Références bibliographiques 

265 

 

Références bibliographiques 

1. Proksch, E., J.M. Brandner, and J.M. Jensen, The skin: an indispensable barrier. Exp Dermatol, 
2008. 17(12): p. 1063-72. 

2. Eckert, R.L., Structure, function, and differentiation of the keratinocyte. Physiol Rev, 1989. 
69(4): p. 1316-46. 

3. Downey, J.A., C.E. Huckaba, and R.C. Darling, The effect of skin and central cooling on human 
thermoregulation. Int J Biometeorol, 1971. 15(2): p. 171-5. 

4. Bangert, C., P.M. Brunner, and G. Stingl, Immune functions of the skin. Clin Dermatol, 2011. 
29(4): p. 360-76. 

5. Delmas, P., J. Hao, and L. Rodat-Despoix, Molecular mechanisms of mechanotransduction in 
mammalian sensory neurons. Nat Rev Neurosci, 2011. 12(3): p. 139-53. 

6. Voets, T., et al., The principle of temperature-dependent gating in cold- and heat-sensitive TRP 
channels. Nature, 2004. 430(7001): p. 748-54. 

7. Holick, M.F., Vitamin D: A millenium perspective. J Cell Biochem, 2003. 88(2): p. 296-307. 

8. Avram, A.S., M.M. Avram, and W.D. James, Subcutaneous fat in normal and diseased states: 
2. Anatomy and physiology of white and brown adipose tissue. J Am Acad Dermatol, 2005. 
53(4): p. 671-83. 

9. Boulais, N. and L. Misery, The epidermis: a sensory tissue. Eur J Dermatol, 2008. 18(2): p. 119-
27. 

10. Senoo, M., Epidermal Stem Cells in Homeostasis and Wound Repair of the Skin. Adv Wound 
Care (New Rochelle), 2013. 2(6): p. 273-282. 

11. Eckhart, L., et al., Cell death by cornification. Biochim Biophys Acta, 2013. 1833(12): p. 3471-
80. 

12. Debeer, S., et al., Comparative histology and immunohistochemistry of porcine versus human 
skin. Eur J Dermatol, 2013. 23(4): p. 456-66. 

13. Lin, J.Y. and D.E. Fisher, Melanocyte biology and skin pigmentation. Nature, 2007. 445(7130): 
p. 843-50. 

14. Boulais, N. and L. Misery, Merkel cells. J Am Acad Dermatol, 2007. 57(1): p. 147-65. 

15. Xiao, Y., J.S. Williams, and I. Brownell, Merkel cells and touch domes: more than 
mechanosensory functions? Exp Dermatol, 2014. 23(10): p. 692-5. 

16. Clausen, B.E. and J.M. Kel, Langerhans cells: critical regulators of skin immunity? Immunol 
Cell Biol, 2010. 88(4): p. 351-60. 

17. Lopez, O., et al., New arrangement of proteins and lipids in the stratum corneum cornified 
envelope. Biochim Biophys Acta, 2007. 1768(3): p. 521-9. 



Références bibliographiques 

266 

 

18. Fischer, J. and U. Meyer-Hoffert, Regulation of kallikrein-related peptidases in the skin - from 
physiology to diseases to therapeutic options. Thromb Haemost, 2013. 110(3): p. 442-9. 

19. Prost-Squarcioni, C., et al., [Functional histology of dermis]. Ann Dermatol Venereol, 2008. 
135(1 Pt 2): p. 1S5-20. 

20. Singer, A.J. and R.A. Clark, Cutaneous wound healing. N Engl J Med, 1999. 341(10): p. 738-
46. 

21. Gurtner, G.C., et al., Wound repair and regeneration. Nature, 2008. 453(7193): p. 314-21. 

22. Paul Richard Wheater, et al., Atlas d'histologie fonctionnelle de Wheater. Organes et appareils, 
Chapitre 9: PEAU, ed. D.B. Superieur. 2015. 455. 

23. Gray, R. Blessures de guerre: Principes de prise en charge chirurgicale. Blessures de guerre : 
principes de prise en charge chirurgicale : principes et pratiques de la prise en charge 
chirurgicale de plaies produites par des missiles ou des explosions 1994  31 décembre 1994]; 
Available from: https://shop.icrc.org/icrc/pdf/view/id/156. 

24. T. Leclerc, et al., Brûlures en situation opérationnelle: description et épidémiologie. Médecine 
et armées, 2015. 43(2): p. 133-138. 

25. Renz, E.M. and L.C. Cancio, Acute burn care. Chapter 12. Combat Casualty Care: Lessons 
Learned From OEF and OIF, 2012: p. 593-638. 

26. Monstrey, S., et al., Assessment of burn depth and burn wound healing potential. Burns, 2008. 
34(6): p. 761-9. 

27. A. Cirodde, et al., Prise en charge du brûlé de guerre à l’avant. Médecine et armées, 2015. 
43(2): p. 139-148. 

28. Jackson, D.M., [The diagnosis of the depth of burning]. Br J Surg, 1953. 40(164): p. 588-96. 

29. Evers, L.H., D. Bhavsar, and P. Mailander, The biology of burn injury. Exp Dermatol, 2010. 
19(9): p. 777-83. 

30. Berthet, M., et al., Nanoparticle-Based Dressing: The Future of Wound Treatment? Trends 
Biotechnol, 2017. 35(8): p. 770-784. 

31. Pereira, R.F. and P.J. Bartolo, Traditional Therapies for Skin Wound Healing. Adv Wound Care 
(New Rochelle), 2016. 5(5): p. 208-229. 

32. Werner, S. and R. Grose, Regulation of wound healing by growth factors and cytokines. Physiol 
Rev, 2003. 83(3): p. 835-70. 

33. Auf dem Keller, U., et al., Reactive oxygen species and their detoxification in healing skin 
wounds. J Investig Dermatol Symp Proc, 2006. 11(1): p. 106-11. 

34. Shechter, R. and M. Schwartz, CNS sterile injury: just another wound healing? Trends Mol 
Med, 2013. 19(3): p. 135-43. 

35. Middelkoop, E., et al., Porcine wound models for skin substitution and burn treatment. 
Biomaterials, 2004. 25(9): p. 1559-67. 



Références bibliographiques 

267 

 

36. Dai, T., et al., Animal models of external traumatic wound infections. Virulence, 2011. 2(4): p. 
296-315. 

37. Gaines, C., et al., Development of a porcine deep partial thickness burn model. Burns, 2013. 
39(2): p. 311-9. 

38. Tory P. Sullivan, M., et al., The pig as a model for human wound healing. Wound repair and 
regeneration 2001. 9(2): p. 66–76. 

39. Wong, V.W., et al., Surgical approaches to create murine models of human wound healing. J 
Biomed Biotechnol, 2011. 2011: p. 969618. 

40. Lau, K., et al., Exploring the role of stem cells in cutaneous wound healing. Exp Dermatol, 
2009. 18(11): p. 921-33. 

41. Blanpain, C., Stem cells: Skin regeneration and repair. Nature, 2010. 464(7289): p. 686-7. 

42. Grose, R. and S. Werner, Wound healing studies in transgenic and knockout mice. A review. 
Methods Mol Med, 2003. 78: p. 191-216. 

43. Fang, R.C. and T.A. Mustoe, Animal models of wound healing: utility in transgenic mice. J 
Biomater Sci Polym Ed, 2008. 19(8): p. 989-1005. 

44. David M. Ansell, Kirsty A. Holden, and M.J. Hardman, Animal models of wound repair: Are 
they cutting it? Experimental Dermatology: Viewpoint, 2012. 21: p. 581–585. 

45. Benavides, F., et al., The hairless mouse in skin research. J Dermatol Sci, 2009. 53(1): p. 10-8. 

46. Konger, R.L., et al., Comparison of the acute ultraviolet photoresponse in congenic albino 
hairless C57BL/6J mice relative to outbred SKH1 hairless mice. Exp Dermatol, 2016. 25(9): p. 
688-93. 

47. Davidson, J.M., Animal models for wound repair. Arch Dermatol Res, 1998. 290 Suppl: p. S1-
11. 

48. Wang, X., et al., The mouse excisional wound splinting model, including applications for stem 
cell transplantation. Nat Protoc, 2013. 8(2): p. 302-9. 

49. Mendoza-Garcia, J., et al., Optimization of an ex vivo wound healing model in the adult human 
skin: Functional evaluation using photodynamic therapy. Wound Repair Regen, 2015. 23(5): p. 
685-702. 

50. Xie, Y., et al., Development of a three-dimensional human skin equivalent wound model for 
investigating novel wound healing therapies. Tissue Eng Part C Methods, 2010. 16(5): p. 1111-
23. 

51. Marx, U., et al., 'Human-on-a-chip' developments: a translational cutting-edge alternative to 
systemic safety assessment and efficiency evaluation of substances in laboratory animals and 
man? Altern Lab Anim, 2012. 40(5): p. 235-57. 

52. Planz, V., C.M. Lehr, and M. Windbergs, In vitro models for evaluating safety and efficacy of 
novel technologies for skin drug delivery. J Control Release, 2016. 242: p. 89-104. 



Références bibliographiques 

268 

 

53. Chigurupati, S., et al., Effects of cerium oxide nanoparticles on the growth of keratinocytes, 
fibroblasts and vascular endothelial cells in cutaneous wound healing. Biomaterials, 2013. 
34(9): p. 2194-201. 

54. Fumakia, M. and E.A. Ho, Nanoparticles Encapsulated with LL37 and Serpin A1 Promotes 
Wound Healing and Synergistically Enhances Antibacterial Activity. Mol Pharm, 2016. 13(7): 
p. 2318-31. 

55. Frankova, J., et al., Effects of silver nanoparticles on primary cell cultures of fibroblasts and 
keratinocytes in a wound-healing model. J Appl Biomater Funct Mater, 2016. 14(2): p. e137-
42. 

56. Krausz, A.E., et al., Curcumin-encapsulated nanoparticles as innovative antimicrobial and 
wound healing agent. Nanomedicine, 2015. 11(1): p. 195-206. 

57. Leu, J.G., et al., The effects of gold nanoparticles in wound healing with antioxidant 
epigallocatechin gallate and alpha-lipoic acid. Nanomedicine, 2012. 8(5): p. 767-75. 

58. Chereddy, K.K., et al., Combined effect of PLGA and curcumin on wound healing activity. J 
Control Release, 2013. 171(2): p. 208-15. 

59. Moreno, E., et al., Assessment of beta-lapachone loaded in lecithin-chitosan nanoparticles for 
the topical treatment of cutaneous leishmaniasis in L. major infected BALB/c mice. 
Nanomedicine, 2015. 11(8): p. 2003-12. 

60. Chereddy, K.K., et al., PLGA nanoparticles loaded with host defense peptide LL37 promote 
wound healing. J Control Release, 2014. 194: p. 138-47. 

61. Boonkaew, B., et al., Cytotoxicity testing of silver-containing burn treatments using primary 
and immortal skin cells. Burns, 2014. 40(8): p. 1562-9. 

62. Chereddy, K.K., et al., Combined effects of PLGA and vascular endothelial growth factor 
promote the healing of non-diabetic and diabetic wounds. Nanomedicine, 2015. 11(8): p. 1975-
84. 

63. Sun, T., et al., Culture of skin cells in 3D rather than 2D improves their ability to survive 
exposure to cytotoxic agents. J Biotechnol, 2006. 122(3): p. 372-81. 

64. Mak, V.H., et al., Barrier function of human keratinocyte cultures grown at the air-liquid 
interface. J Invest Dermatol, 1991. 96(3): p. 323-7. 

65. Wiegand, C., et al., Dermal xenobiotic metabolism: a comparison between native human skin, 
four in vitro skin test systems and a liver system. Skin Pharmacol Physiol, 2014. 27(5): p. 263-
75. 

66. Alepee, N., et al., State-of-the-art of 3D cultures (organs-on-a-chip) in safety testing and 
pathophysiology. ALTEX, 2014. 31(4): p. 441-77. 

67. Gordon, S., et al., Non-animal models of epithelial barriers (skin, intestine and lung) in 
research, industrial applications and regulatory toxicology. ALTEX, 2015. 32(4): p. 327-78. 

68. Reijnders, C.M., et al., Development of a Full-Thickness Human Skin Equivalent In Vitro Model 
Derived from TERT-Immortalized Keratinocytes and Fibroblasts. Tissue Eng Part A, 2015. 
21(17-18): p. 2448-59. 



Références bibliographiques 

269 

 

69. Dezutter-Dambuyant, C., et al., Evolutive skin reconstructions: from the dermal collagen-
glycosaminoglycan-chitosane substrate to an immunocompetent reconstructed skin. Biomed 
Mater Eng, 2006. 16(4 Suppl): p. S85-94. 

70. Bechetoille, N., et al., A new organotypic model containing dermal-type macrophages. Exp 
Dermatol, 2011. 20(12): p. 1035-7. 

71. Trottier, V., et al., IFATS collection: Using human adipose-derived stem/stromal cells for the 
production of new skin substitutes. Stem Cells, 2008. 26(10): p. 2713-23. 

72. Liang, C.C., A.Y. Park, and J.L. Guan, In vitro scratch assay: a convenient and inexpensive 
method for analysis of cell migration in vitro. Nat Protoc, 2007. 2(2): p. 329-33. 

73. Bhise, N.S., et al., Organ-on-a-chip platforms for studying drug delivery systems. J Control 
Release, 2014. 190: p. 82-93. 

74. Dreifke, M.B., A.A. Jayasuriya, and A.C. Jayasuriya, Current wound healing procedures and 
potential care. Mater Sci Eng C Mater Biol Appl, 2015. 48: p. 651-62. 

75. Meier, B., et al., Human fibroblasts release reactive oxygen species in response to interleukin-
1 or tumour necrosis factor-alpha. Biochem J, 1989. 263(2): p. 539-45. 

76. Wientjes, F.B. and A.W. Segal, NADPH oxidase and the respiratory burst. Semin Cell Biol, 
1995. 6(6): p. 357-65. 

77. O'Toole, E.A., M. Goel, and D.T. Woodley, Hydrogen peroxide inhibits human keratinocyte 
migration. Dermatol Surg, 1996. 22(6): p. 525-9. 

78. Cerutti, P.A. and B.F. Trump, Inflammation and oxidative stress in carcinogenesis. Cancer 
Cells, 1991. 3(1): p. 1-7. 

79. Nachbar, F. and H.C. Korting, The role of vitamin E in normal and damaged skin. J Mol Med 
(Berl), 1995. 73(1): p. 7-17. 

80. Wagener, F.A., C.E. Carels, and D.M. Lundvig, Targeting the redox balance in inflammatory 
skin conditions. Int J Mol Sci, 2013. 14(5): p. 9126-67. 

81. Fridovich, I., The biology of oxygen radicals. Science, 1978. 201(4359): p. 875-80. 

82. Michiels, C., et al., Importance of Se-glutathione peroxidase, catalase, and Cu/Zn-SOD for cell 
survival against oxidative stress. Free Radic Biol Med, 1994. 17(3): p. 235-48. 

83. Shindo, Y., et al., Enzymic and non-enzymic antioxidants in epidermis and dermis of human 
skin. J Invest Dermatol, 1994. 102(1): p. 122-4. 

84. Barrientos, S., et al., Growth factors and cytokines in wound healing. Wound Repair Regen, 
2008. 16(5): p. 585-601. 

85. Gainza, G., et al., Advances in drug delivery systems (DDSs) to release growth factors for wound 
healing and skin regeneration. Nanomedicine, 2015. 11(6): p. 1551-73. 

86. Ornitz, D.M. and N. Itoh, The Fibroblast Growth Factor signaling pathway. Wiley Interdiscip 
Rev Dev Biol, 2015. 4(3): p. 215-66. 



Références bibliographiques 

270 

 

87. Powers, C.J., S.W. McLeskey, and A. Wellstein, Fibroblast growth factors, their receptors and 
signaling. Endocr Relat Cancer, 2000. 7(3): p. 165-97. 

88. Sogabe, Y., et al., Basic fibroblast growth factor stimulates human keratinocyte motility by Rac 
activation. Wound Repair Regen, 2006. 14(4): p. 457-62. 

89. Sasaki, T., The effects of basic fibroblast growth factor and doxorubicin on cultured human skin 
fibroblasts: relevance to wound healing. J Dermatol, 1992. 19(11): p. 664-6. 

90. Gallo, L.H., et al., Functions of Fibroblast Growth Factor Receptors in cancer defined by novel 
translocations and mutations. Cytokine Growth Factor Rev, 2015. 26(4): p. 425-49. 

91. Touat, M., et al., Targeting FGFR Signaling in Cancer. Clin Cancer Res, 2015. 21(12): p. 2684-
94. 

92. Simona Vagni, et al., Vitamin E Bioavailability: Past and Present Insights Food and Nutrition 
Sciences, 2011. 2: p. 1088-1096  

93. Fessi H, Devissaguet J.P, and P. F, Nanocapsule formation by interfacial polymer deposition 
following solvent displacement. International Journal of Pharmaceutics, 1989. 55(1): p. R1-R4. 

94. Keloglu, N., et al., Controlled association and delivery of nanoparticles from jet-sprayed hybrid 
microfibrillar matrices. Colloids Surf B Biointerfaces, 2016. 140: p. 142-9. 

95. Ankrum, J.A., et al., Engineering cells with intracellular agent-loaded microparticles to control 
cell phenotype. Nat Protoc, 2014. 9(2): p. 233-45. 

96. Rancan, F., et al., Investigation of polylactic acid (PLA) nanoparticles as drug delivery systems 
for local dermatotherapy. Pharm Res, 2009. 26(8): p. 2027-36. 

97. Zhang, Y., et al., Design of Controlled Release PLGA Microspheres for Hydrophobic 
Fenretinide. Mol Pharm, 2016. 13(8): p. 2622-30. 

98. Yun, Y.R., et al., Fibroblast growth factors: biology, function, and application for tissue 
regeneration. J Tissue Eng, 2010. 2010: p. 218142. 

99. Andreopoulos, F.M. and I. Persaud, Delivery of basic fibroblast growth factor (bFGF) from 
photoresponsive hydrogel scaffolds. Biomaterials, 2006. 27(11): p. 2468-76. 

100. Cai, S., et al., Injectable glycosaminoglycan hydrogels for controlled release of human basic 
fibroblast growth factor. Biomaterials, 2005. 26(30): p. 6054-67. 

101. Beenken, A. and M. Mohammadi, The FGF family: biology, pathophysiology and therapy. Nat 
Rev Drug Discov, 2009. 8(3): p. 235-53. 

102. Galiano, R.D., et al., Quantitative and reproducible murine model of excisional wound healing. 
Wound Repair Regen, 2004. 12(4): p. 485-92. 

103. Stevens, E.J., et al., A quantitative model of invasive Pseudomonas infection in burn injury. J 
Burn Care Rehabil, 1994. 15(3): p. 232-5. 

104. Cohen, I., Experimental Models of diabetes, in New England Journal of Medicine, J.H. McNeill, 
Editor. 2000. 



Références bibliographiques 

271 

 

105. Paik, S.G., N. Fleischer, and S.I. Shin, Insulin-dependent diabetes mellitus induced by 
subdiabetogenic doses of streptozotocin: obligatory role of cell-mediated autoimmune 
processes. Proc Natl Acad Sci U S A, 1980. 77(10): p. 6129-33. 

106. Chereddy, K.K., G. Vandermeulen, and V. Preat, PLGA based drug delivery systems: Promising 
carriers for wound healing activity. Wound Repair Regen, 2016. 24(2): p. 223-36. 

107. Constant, J.S., et al., Lactate elicits vascular endothelial growth factor from macrophages: a 
possible alternative to hypoxia. Wound Repair Regen, 2000. 8(5): p. 353-60. 

108. Nurhasni, H., et al., Nitric oxide-releasing poly(lactic-co-glycolic acid)-polyethylenimine 
nanoparticles for prolonged nitric oxide release, antibacterial efficacy, and in vivo wound 
healing activity. Int J Nanomedicine, 2015. 10: p. 3065-80. 

109. Losi, P., et al., Fibrin-based scaffold incorporating VEGF- and bFGF-loaded nanoparticles 
stimulates wound healing in diabetic mice. Acta Biomater, 2013. 9(8): p. 7814-21. 

110. Zhou, Y., et al., Effective modulation of transforming growth factor-beta1 expression through 
engineered microRNA-based plasmid-loaded nanospheres. Cytotherapy, 2015. 17(3): p. 320-9. 

111. Abla, M.J. and A.K. Banga, Formulation of tocopherol nanocarriers and in vitro delivery into 
human skin. Int J Cosmet Sci, 2014. 36(3): p. 239-46. 

112. Musumeci, T., et al., PLA/PLGA nanoparticles for sustained release of docetaxel. Int J Pharm, 
2006. 325(1-2): p. 172-9. 

113. E. Yenilmez , E. Bas  ̧aran, and Y. Yazan, Release characteristics of vitamin E incorporated 
chitosan microspheres and in vitro–in vivo evaluation for topical application. Carbohydrate 
Polymers, 2011. 84: p. 807–811. 

114. Maria J. Ramalho, et al., PLGA nanoparticles as a platform for vitamin D-based cancer therapy. 
Beilstein J. Nanotechnol. , 2015. 6: p. 1306–1318. 

115. Rancan, F., et al., Particle-based transcutaneous administration of HIV-1 p24 protein to human 
skin explants and targeting of epidermal antigen presenting cells. J Control Release, 2014. 176: 
p. 115-22. 

116. Climent, N., et al., Loading dendritic cells with PLA-p24 nanoparticles or MVA expressing HIV 
genes induces HIV-1-specific T cell responses. Vaccine, 2014. 32(47): p. 6266-76. 

117. Lamalle-Bernard, D., et al., Coadsorption of HIV-1 p24 and gp120 proteins to surfactant-free 
anionic PLA nanoparticles preserves antigenicity and immunogenicity. J Control Release, 2006. 
115(1): p. 57-67. 

118. Chu, Y., et al., Nanotechnology promotes the full-thickness diabetic wound healing effect of 
recombinant human epidermal growth factor in diabetic rats. Wound Repair Regen, 2010. 
18(5): p. 499-505. 

119. Butt, H., et al., Protective role of vitamin E preconditioning of human dermal fibroblasts against 
thermal stress in vitro. Life Sci, 2017. 184: p. 1-9. 

120. Jin, X., et al., Protective efficacy of vitamins C and E on p,p'-DDT-induced cytotoxicity via the 
ROS-mediated mitochondrial pathway and NF-kappaB/FasL pathway. PLoS One, 2014. 9(12): 
p. e113257. 



Références bibliographiques 

272 

 

121. Yatin, S.M., S. Varadarajan, and D.A. Butterfield, Vitamin E Prevents Alzheimer's Amyloid 
beta-Peptide (1-42)-Induced Neuronal Protein Oxidation and Reactive Oxygen Species 
Production. J Alzheimers Dis, 2000. 2(2): p. 123-131. 

122. Park, S.A., et al., Importance of defining experimental conditions in a mouse excisional wound 
model. Wound Repair Regen, 2015. 23(2): p. 251-61. 

123. Davidson, J.M., F. Yu, and S.R. Opalenik, Splinting Strategies to Overcome Confounding 
Wound Contraction in Experimental Animal Models. Adv Wound Care (New Rochelle), 2013. 
2(4): p. 142-148. 

124. Lambrechts, S.A., et al., Photodynamic therapy for Staphylococcus aureus infected burn 
wounds in mice. Photochem Photobiol Sci, 2005. 4(7): p. 503-9. 

125. Krausz, A.E., et al., Biafine topical emulsion accelerates excisional and burn wound healing in 
mice. Arch Dermatol Res, 2015. 307(7): p. 583-94. 

126. Huang, L., et al., Synergistic combination of chitosan acetate with nanoparticle silver as a 
topical antimicrobial: efficacy against bacterial burn infections. Antimicrob Agents 
Chemother, 2011. 55(7): p. 3432-8. 

127. Chu, C.Y., et al., Nanohybrids of silver particles immobilized on silicate platelet for infected 
wound healing. PLoS One, 2012. 7(6): p. e38360. 

128. Singer, A.J., et al., Does pressure matter in creating burns in a porcine model? J Burn Care 
Res, 2010. 31(4): p. 646-51. 

129. Papp, A., et al., The progression of burn depth in experimental burns: a histological and 
methodological study. Burns, 2004. 30(7): p. 684-90. 

130. Watts, A.M., et al., Burn depth and its histological measurement. Burns, 2001. 27(2): p. 154-
60. 

131. Chang, K.C., et al., The optimal time for early burn wound excision to reduce pro-inflammatory 
cytokine production in a murine burn injury model. Burns, 2010. 36(7): p. 1059-66. 

132. Fear, V.S., et al., Timing of excision after a non-severe burn has a significant impact on the 
subsequent immune response in a murine model. Burns, 2016. 42(4): p. 815-24. 

133. Lee, J.A., et al., Acupuncture accelerates wound healing in burn-injured mice. Burns, 2011. 
37(1): p. 117-25. 

134. Robson, M.C., et al., Prevention of dermal ischemia after thermal injury. Arch Surg, 1978. 
113(5): p. 621-5. 

135. Langer, S., et al., New model for in vivo investigation after microvascular breakdown in burns: 
use of intravital fluorescent microscopy. Burns, 2005. 31(2): p. 168-74. 

136. Nguyen, C.T., et al., Preparation and in vitro evaluation of FGF-2 incorporated carboxymethyl 
chitosan nanoparticles. Carbohydr Polym, 2017. 173: p. 114-120. 

137. Gospodarowicz, D. and J. Cheng, Heparin protects basic and acidic FGF from inactivation. J 
Cell Physiol, 1986. 128(3): p. 475-84. 



Références bibliographiques 

273 

 

138. DeBlois, C., M.F. Cote, and C.J. Doillon, Heparin-fibroblast growth factor-fibrin complex: in 
vitro and in vivo applications to collagen-based materials. Biomaterials, 1994. 15(9): p. 665-
72. 

139. Vemuri, S., et al., The stability of bFGF against thermal denaturation. J Pharm Pharmacol, 
1994. 46(6): p. 481-6. 

140. Prestrelski, S.J., G.M. Fox, and T. Arakawa, Binding of heparin to basic fibroblast growth factor 
induces a conformational change. Arch Biochem Biophys, 1992. 293(2): p. 314-9. 

141. Huang, S., et al., Wound dressings containing bFGF-impregnated microspheres. J 
Microencapsul, 2006. 23(3): p. 277-90. 

142. Mori, Y., et al., Preparation and characterization of low-molecular-weight heparin/protamine 
nanoparticles (LMW-H/P NPs) as FGF-2 carrier. Int J Nanomedicine, 2010. 5: p. 147-55. 

143. Nishiyama, N. and K. Kataoka, Current state, achievements, and future prospects of polymeric 
micelles as nanocarriers for drug and gene delivery. Pharmacol Ther, 2006. 112(3): p. 630-48. 

144. Blanquaert, F., D. Barritault, and J.P. Caruelle, Effects of heparan-like polymers associated with 
growth factors on osteoblast proliferation and phenotype expression. J Biomed Mater Res, 
1999. 44(1): p. 63-72. 

145. Hirschi, K.K., et al., Vascular assembly in natural and engineered tissues. Ann N Y Acad Sci, 
2002. 961: p. 223-42. 

146. Jeon, O., et al., Long-term and zero-order release of basic fibroblast growth factor from 
heparin-conjugated poly(L-lactide-co-glycolide) nanospheres and fibrin gel. Biomaterials, 
2006. 27(8): p. 1598-607. 

147. Li, X., et al., EGF and curcumin co-encapsulated nanoparticle/hydrogel system as potent skin 
regeneration agent. Int J Nanomedicine, 2016. 11: p. 3993-4009. 

148. Dardenne Christophe, Pipy Bernard, and Lamoise Michel, Method of microscopic and 
macroscopic analysis of the progression of wound healing., E.P. Office, Editor. 2017: France. 
p. 18. 

149. Pereira, G.G., et al., Microparticles of Aloe vera/vitamin E/chitosan: microscopic, a nuclear 
imaging and an in vivo test analysis for burn treatment. Eur J Pharm Biopharm, 2014. 86(2): p. 
292-300. 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


