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Cellules Souches Fibroblastigues
Cellules Souches du Follicule Pi
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Digestion Culture
> —_—
Enzymatique sur 373

Biopsie de Peau Suspension Celiuiaire
Totale

Techniqgue de Green (1975)




rogues :

0=
1?0” 101 102 1073 104
FL4

Fluorescence bleue du H

Fluorescence rouge du Hoechst

@ pompes ABC

Souches qui excluent
cellules SP

accumulation
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un haut pouvoir
olifératif

(B) SP keratinocytes at passage 11

after cell sorting
Biopsy 3-Cell sorting 1

Cumulative population doublings
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Days in culture

—e— Unsorted —— MP —a— SP

Formation de colonies
prolifératives apres tri




Culture Primaire Culture Secondaires

act-10n Kératinocytes (8-10j) Kératinocytes (16-24j)

Greffon
Epiderme

Pose des
—
greffons




Epidermes Autologues de Culture: 20 ans
apres?

. Qualité de la cicatrisation: bulles,
rétractions...

. Immaturité du derme: mauvaise jonction
dermo-épidermique

. Pas d'annexe epidermique
. Qualite des greffons: population totale de

kératinocytes. Pas de test predictif de prise
ou non de la greffe.

. Pas ou peu d’évolution du Procede : 3T3
murines, tres artisanal, non clos...




- un Partenariat Tourné vers
le Grand Bridlé

Objectifs:
éer une Unité de Thérapie Cellulaire Cutanée
Ameéliorer les greffes d'épiderme autologue cultive

interét des CSM




Mésenchymateuse:
pluripotente

Différenciation

Maturation

Cartilage




Cellule Souche Méesenchymateuse:
Cellule Méedicament?

Immunomodulateur: Anti-inflammatoire Trophique:
Prévention et traitement Anti-fibrosant: Production de nombreux
de la GVH (Inhibition de Ia . ) . facteurs de croissance et

Modeles animaux Ischemie chimiokines

rolif des LyT: ridle de TGF _ . .
i beta /_/JG//: et 1DO) /Reperfusion Renale, cardiaque

(modulation de cytokines pro- et
anti-inflammatoires, role
antagoniste ILIR)

[Glennie et al., Blood, 2005] [Ortiz et al., PNAS, 2007] [Kim et al., Clin Cancer Res 2005]



Dose Unigue, Débit de Dose Eleve

-5Gy: DEPILATION TRANSITOIRE

= 6-12GY: ERYTHEME, PUIS PIGMENTATION
= 12-15GY: DESQUAMATION SECHE, AVEC ERYTHEM
= 15-25GY: DESQUAMATION EXSUDATIVE

= >25GY: RADIONECROSE




" PEAU
MUSCLES

_ 0S
> Mort Mitotique des Kératinocytes et des Fibroblastes

ES CIBLES

> Désordres chroniques des Communications Intercellulaires

> Cascades auto-entretenues de Cytokines Pro-inflammatoire

= SYNDROME CUTANE d'IRR




RENCE OF CONSENSUS »

TDRDEATNMENT NOE
AL 1 INNCAITIVILINT U

RADIOLOGIC SYNDROME

1/ Conservative treatment for superficial lesions of
distal extremities

2/ Surgery for painful deep ulcerations and necrosis
* Ulcerectomy
* Necrectomy
* Wound closure by rotation flap
* Amputation

3/ In cases of profound and large necrosis, the lesion
should be excised and the wound bed should be covered
with a good quality, full-thickness skin graft
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IRSI

des pré-cliniques

anées d’'irradiation chez la souris
D)D/SCID traitée ou non par CSM

30 Gy

30 Gy
+ MSC

Meilleure cicatrisation chez les SOl

Francois et al., Ann Hemato



Platelet Lysates Promote Mesenchymal Stem Cell
Expansion: A Safety Substitute for Animal Serum
in Cell-Based Therapy Applications

CHRISTELLE DOUCET," ISABELLE ERNOU,' YIZHOU ZHANG,* JEAN-ROCH LLENSE,'
LAURENT BEGOT,® XAVIER HOLY," anp JEAN-JACQUES LATAILLADE'®

Moelle
osseuse
totale Ensemencement des cellules en Flz
(636 cm?/étage
{@MacoPharma

[Doucet C. et al., J. Ce



Iridium 192,
Source 3,3 TBq




Gammagraphy
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J +43 PI cicatrisation de la
Lésion axillaire

J +63 Pl Ulcération €
la face pos




Desquamation humide et ulcéree de
la main: douleurs ++++

>>> [njection locale de MSC &
autogreffe dépiderme (J +42)

Ulcération et nécrose de la fesse

>>> Excision chir précoce guidée par la dosimetrie
(J + 21PI) & injection locale de CSM
(2 administrations.: J + 90 et + 95PI )




pidermique

76x106 Integra®

CSM autologues artificial
derma




on des lésions

Post greffe




Traitement des lésions
de |la fesse

— 10 minutes
15 minutes
20 minutes

20 Gy Isodose for

Exérese cutanée et musculaire
a J+21 Pl




Autogreffe de peau

liére injection de 168 x108(



Aolt 2006

Mars 2006



e approche thérapeutique ?
2'€me cas (africain)

Excision des tissus nécrotigues
(J+172 P1)




irurgie + CSM (J 191 PI)

Lambeau Grand Dorsal

1'ere injection de CS
(143.108)




Evolution clinique

4ieme implantation
de CSM (152.109)
(J 239 P1)

5ieme jmplantation
de CSM (184.10°)
(J 268 PI)

J+240 PI (26 Mars 2007)



Chirurgie précoce
Autogreffe de peau

e

Role des CSM ?

Effet anti-
inflammatoire + apport
local de facteurs de
croissance

et/ou

Trans-différenci
épithéliale ?
(Han Chun-ma
Differenti.

Excision Chirurgicale
Recouvrement cutané
Lambeau musculaire + CSM

+ CSM

[Lataillade J-J et al., R



rnative au Clonage
rapeutique?

Fibroblaste
dermique

Researchers Turn Skin Cells Into Stem Celis

By Gretchen Vogel
ScienceNOW Daily News
20 November 2007 )/

Scientists have managed to reprogram human skin cells directly into cells that Transfert de genes Oct4,

look and act like embryonic stem (ES) cells. The technique makes it possible Sox2, NANOG, LIN28
to generate patient-specific stem cells to study or treat disease without using o

embryos or oocyles--and therefore could bypass the ethical debates that havg (L entiviru, 5)
plagued the field. "This is like an earthquake for both the science and politics
of stem cell research," says Jesse Reynolds, policy analyst for the Center for
Genetics and Society in Oakland, California.
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Embrynid bodies (KRs)
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