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KERATIN actualités en recherche dermatologique

Edito

Keroﬂn, journal d'« Actualités sur la Recherche en Dermatologie »

est une revue réalisée par le Centre de Recherche sur la Peau

des Laboratoires Pierre Fabre Dermocosmétique.

Ce Centre de Recherche situé & I'Hétel Dieu St Jacques & Toulouse repose
sur un fonctionnement original. Issu du rapprochement entre I'industrie,

les Hopitaux et ['Université, il développe outre son activité propre - Recherche
et Exploration de la Peau - un partenariat avec les organismes de recherche
privés ef publics.

Clest donc tout naturellement que des experts dans le domaine
de lo peau proposent un artficle dans leurs domaines d'intérét.
Qu'ils en soient ici remerciés.

Pour ce numéro spécial Congrés Mondial, nous avons sélectionné des articles
venant de 3 pays différents et traitant chacun d'un domaine d'actualité.

le Professeur Galimberti, Chef du service de |'Hépital Italien de Buenos Aires,
Directeur de |'unité de dermatologie expérimentale et Président de I'organisation
de ce congrés mondial nous propose un article sur les cellules souches

de I'épiderme.

L'identification, la caractérisation, la plasticité ef le potentiel de ces cellules offre
des perspectives thérapeutiques passionnantes dans plusieurs axes de recherche
en dermatologie comme les brilures, atrophies cutanées, anomalies
congénitales ou acquises des follicules pileux...

le deuxieme article nous est proposé par le Dr Alexandre Filippo,
directeur du département laser de la société brésilienne de dermatologie.
Si l'vtilisation des lasers occupe une part de plus en plus grande dans

la pratique quotidienne des dermatologues, 'auteur a choisi ici de
s'intéresser & une technique plus récente pour la prise en charge

des phénoménes de relachement cutané: la radiofréquence.

Enfin le dernier article s'intéresse a ['utilisation de I'imagerie

par résonnance magnéfique (IRM) en dermatologie.

L'imagerie médicale est cerfainement un des domaines qui a le plus progressé
ces vingt derniéres années.

Clest pour nous un outil de mesure de la peau ufilisable dans des protocoles

de recherche et des essais thérapeutiques. le Dr David Gensanne du laboratoire
de chimie bioinorganique de |'Université de Toulouse nous présente les dernieres
avancées en terme d'IRM cutanée et de son intérét pour ['exploration

de derme et de |'hypoderme.

Vous en souhaitant une bonne lecture.

DR ANNE-MARIE SCHMITT
General Manager R,D Clinical Division
Director of Skin Research Centre



Utilisation thérapeutique
de la radiofréguence

A. FILIPPO, P. NOTAROBERTO
(Rio de Janeiro - Brésil)

Résumé

Lutilisation thérapeutique de la radiofréquence (RF) a
débuté au cours des années 20 quand
I’électrocautérisation fut introduite par Bovie et Gus-
ting. En 1950, les neurochirurgiens utilisaient la RF
pour effectuer, en intraopératoire et de fagon précise,
des lesions localisées du systeme nerveux central.
Lablation de nodules par RF est reconnue depuis les
années 60 comme étant une technique efficace et sans
risque pour traiter des arythmies cardiaques induites
par un foyer nodulaire ectopique. La technologie de la
RF est a present utilisée dans de nombreux domaines
médicaux, principalement pour la cautérisation ou
I’ablation.

Un appareil de RF non-invasif et non-ablatif a récem-
ment été utilisé en dermatologie pour traiter des rela-
chements cutanés du visage et du corps, pour réduire
masses grasses localisées, cellulite et cicatrices d’acné,
en chauffant le derme profond et les tissus sous-
cutaneés.

Le but de cette étude est de résumer la littérature
actuelle portant sur l'utilisation de la radiofréquence
pour le traitement du relachement cutané facial et
corporel, la réduction des masses grasses localisées, de
la cellulite et des cicatrices d’acné.

Introduction

Jusqu’a present le seul moyen de traiter de fagon effi-
cace et a long terme le relachement tissulaire au niveau
de la face, était la chirurgie par blépharoplastie ou rhy-
tidectomie. Les rides étaient auparavant traitées par
ablation au dioxide de carbone et par laser erbium. Bien

que les lasers soient efficaces, le temps de récupération
était tres long. De plus, les lasers de lissage et la
chirurgie plastique sont souvent associés a des risques
accrus d’infections, de dyschromie, de saignement et
de cicatrices.!

Les méthodes non-ablatives récemment introduites
pour le traitement de rides comprennent les lasers
pulsés, le laser YAG (yttrium - aluminium - garnet)
ainsi que les sources de lumiere intense pulsé (IPL)
qui sont efficaces et évitent les risques associés et un
temps de récupération trop long comme c’est le cas
pour les procédures chirurgicales ablatives. Cepen-
dant, les thérapies non-ablatives nécessitent des
traitements multiples et apportent des améliorations
faibles ou modérées.!

La radiofréquence (RF) est couramment utilisée dans
de nombreux domaines de la médecine pour la cautéri-
sation et 'ablation et ce depuis le début du siecle. En
Novembre 2002, un nouvel appareil basé sur les prin-
cipes de la radiofréquence non-ablative a été introduit
pour retendre la peau du visage. La FDA a donné son
approbation pour que cet appareil soit utilisé pour le
traitement des rides et ridules dans la région périorbi-
tale ainsi que pour le relachement cutané du visage et
du cou. Cet appareil produit de la chaleur qui va se
répendre de facon uniforme au niveau du derme et va
retendre la peau.?’

Développement

Les sources de lumiere (IPL et lasers) induisent un
réchauffement des tissus basé sur l'absorption par la
cible de différentes longueurs d’onde (chromophore).
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Ce principe décrit par Anderson et Parrish en 1983, est
appelé photothermolyse sélective.8 Contrairement aux
lasers, un systeme de RF non-ablatif produit une cha-
leur uniforme volumeétrique qui est générée par la
résistance naturelle des tissus (Impedance) au mouve-
ment des électrons dans un champ de RF.%91

Le mécanisme d’action de la RF est fondé sur la loi
physique de Ohm (Energie = I? . Z . t) qui dit que
l'impedance Z (ohms) aux électrons créet une chaleur
qui dépend de la quantité de courant I (amps) et de la
durée t (secondes). L'énergie est mesurée en joules.?
Les appareils de RF de premiere génération (Therma-
cool TC™ de Thermage® Inc.) sont composés d'un
signal de RF en courant alternatif de 6-megahertz qui
atteint la peau a travers une pointe jetable équipée d'un
mécanisme de refroidissement cryogénique et de cap-
teurs. Un ordinateur interne enregistre la température-
de la peau, la force appliquée et l'impédance pour
produire une énergie suffisante afin d’obtenir le résul-
tat voulu. Ce dernier peut également suspendre le trai-
tement si un des parametres préprogrammeés se
déregle.? 9 1 Le degré et la profondeur (jusqu'a 5-6
mm") de chauffage dépendent de la taille de la pointe
de traitement et de la quantité d’énergie délivrée. 2, 9,
10 Lapplication locale ou l'injection de produits anes-
thésiants ou de sédation sont parfois nécessaires afin
de réduire la douleur induite par le traitement. * '2
En comparant les résultats obtenus avec ou sans anes-
thésie, on constate que l'utilisation de ces produits
n'affecte en aucun cas 'efficacité finale du traitement.'?
Un nouvel appareil de RFA (Accent™ de Alma Lasers®)
produit de 'énergie en radiofréquence controlée grace
a des manettes unipolaires et bipolaires pour une péné-
tration respectivement profonde (jusqu'a 20mm) et
superficielle (2-4mm) du champ de RF (données du
constructeur). En revanche, il ne possede pas de syste-
me de refroidissement et la pointe n’est pas jetable.

Le mécanisme qui permet de retendre les tissus
demeure mal compris. Le systeme volumétrique de la
RF permet de chauffer entre 65 et 75°, température a
laquelle le collagene se dénature.” Les signes cliniques
peuvent résulter d'un double effet. Des modifications
primaires sont observées immédiatement ou quelques
minutes apres le traitement et sont dues aux perturba-
tions des liaisons hydrogene sous l'effet de la chaleur,
ce qui change la structure en triple hélice de la molé-
cule de collagéne et provoque la contraction de
cette derniere. La modification secondaire est due a la
réponse de cicatrisation qui est caractérisée par une
contraction plus progressive du collagéne et par la
néocollagénese (remodelage du tissu) qui s’étale sur
plusieurs (2-6) mois.? ¥

Le chauffage en profondeur, induit par la pointe unipo-
laire, stimule la circulation sanguine locale (vasodilata-
tion et hyperémie) et le drainage des depots graisseux
vers le systeme lymphatique, tout en dégradant les
acides gras et en provoquant I'apoptose thermo-induite
des cellules adipeuses (données du constructeur).
D’autre part, lorsqu'une quantité excessive d’énergie
pénetre la peau, de nombreuses complications
cliniques peuvent étre observées, notamment une atro-
phie ou la formation de cicatrices, qui sont liées a une

mort cellulaire thermo-dépendante.” Linnocuité de ces
nouvelles techniques dans le cas de patients équipés-
d'implants cardiaques électroniques n’a pas encore été
évaluée. Les fabricants de ces appareils cardiaques
n'ont pas encore publié de recommendations pour
l'utilisation de ces nouvelles technologies chez des
patients implantés.'3

Une nouvelle méthode pour stimuler le renouvellement
cutané en utilisant la synergie électro-opticale a récem-
ment été introduite et consiste a combiner 1'énergie
optique intense pulsée et I'énergie bipolaire RF en une
seule impulsion (Aurora SR, Syneron®).% 14
Il n’existe aucunes données pour confirmer '’hypothese
que cette méthode soit plus efficace que la RF ou que des
sources de lumiere utilisées seules.

Résultats de I'étude

En 2003, Ruiz-Esparza a publié une étude dans laquelle
14 des 15 patients traités pour un lissage de la peau du
visage par une scéance de RF ont constaté une amélio-
ration esthétique satisfaisante.5 Narins a observé que
18 des 20 patients traités ont remarqué une améliora-
tion mais que celle-ci était progressive sur une période
allant jusqu'a 4 mois dans la plupart des cas.? Hsu a trai-
té 16 patients pour retendre le bas du visage et le cou et
a obtenu des résultats insatisfaisants chez 11 patients.
La conclusion fut que le faible taux d’amélioration était
da a la faible quantité d’énergie par impulsion et au
nombre d’'impulsion par site.!®

Plusieurs cas d’acné vulgaire ont aussi été traités par
RF avec d’excellents resultats dans 82 % et une réponse
modérée dans 9 % des 22 patients agés de 16 a 28 ans, et
ceci grace a la diminution du volume des glandes seba-
cées quelques semaines apres le traitement.'®

Le traitement par RF des plis nasolabiaux, des
bajoues et des lignes de marionette a été décrit pour
la premiere fois par Jacobs qui a observé une amélio-
ration visible chez 17 des 24 patients traités, 1 a 3
mois aprés une seule séance. Dans une étude multi-
centrique incluant 86 patients, le traitement par RF a
apporté une ameélioration clinique modérée du rela-
chement de la peau périorbitale avec un réhausse-
ment du sourcil chez 80% de patients.'®

Des évaluations histologiques et structurales menées
en 2004, confirment 'hypothese que la contraction des
fibrilles de collagéne a lieu immédiatement apres le
traitement provoquant la contraction tissulaire et la
formation de 1ésions thermo-induites qui vont stimuler
la production de collagene.!®

En 2004, Ruiz-Esparza a montré que la RF était une
méthode stre et efficace pour traiter le relachement
cutané au niveau des paupiéres inférieures.4 Alster a
observé une amélioration significative du relache-
ment de la peau de la joue et du cou et ceci d’apres
un protocol d'indice de satisfaction du patient.!?
Nahm et cols ont publié en 2004, la premiere étude éva-
luant les améliorations cliniques grace a des techniques
de mesures pouvant quantifier les modifications.?
Quatre points importants doivent étre précisés: (1)
les patients avec des types de peau ethnique peuvent
étre traités sans risque?’, (2) une fluence plus élevée
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engendre des résultats plus reproductibles, (3) le
nombre de traitement est corrélé a l’amélioration
clinique, (4) plus le patient est jeune plus le traitement
sera efficace.

Conclusion

La radiofrequence (RF) est une solution alternative
non-ablative et non-invasive pour traiter le relache-
ment tissulaire du visage et du cou. De plus, il peut étre
utilisé pour réduire les cicatrices d’acné distendues
ainsi que les lesions acnéiques actives.

Bien que cette technique n'améliore pas le relachement
comme le fait la chirurgie plastique, elle a I'avantage
d’éviter des longues périodes de récupération ainsi que
les complications éventuelles liées a la chirurgie. Les
points positifs associés a 'utilisation de la RF pour des
applications dermatologiques sont: l'absence de dou-
leurs associées, des effets secondaires rares et un temps
de récupération tres court.

Des études plus poussées randomisées en double
aveugle sont nécessaires pour valider les observations
obtenues sur des petites séries et pour encourager
l'utilisation de cette technique pour des applications
dermatologiques, notamment dans le traitement du
relachement cutané du corps, et dans la réduction des
masses grasses localisées et de la cellulite.
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Cellules souches de |'épiderme

P. CAMBIASO, R. GALIMBERTI, P. ARGIBAY
(Buenos Aires - Argentine)

Introduction

Lépiderme des mammiferes est composé de 1'épiderme
interfolliculaire et de structures annexes telles que les
poils et les glandes sébacées. Le principal type de cellule
présent dans l'épiderme est une cellule épithéliale
appelée kératinocyte. Lépiderme interfolliculaire est
constitué de plusieurs couches de kératinocytes. La
couche basale de cellules, fixée a la membrane basale
qui la sépare du derme, contient des kératinocytes
capables de se diviser et des cellules qui abandonnent
cette couche basale pour se différencier tout en se
déplagant vers la superficie de la peau. Il résulte de

> Fig. 1: schéma d’une coupe transversale de |'épiderme.

Couche cornée
Couche granuleuse

Couche épineuse

Différenciation

\g

Couche basale

Prolifération

Desmosomes

Lame Basale

cette différentiation une cellule anuclée, fortement
spécialisée, appelée squame, emplie de protéines inso-
lubles (telles que les kératines).

Lépiderme constitue un tissu dynamique qui se renou-
velle constamment, dans un délai de 7 jours pour une
souris et de 60 jours pour un étre humain.

Cellules souches de I'épiderme

Les cellules souches sont définies comme des cellules
capables de se reproduire a l'état indifférencié et pour une
durée prolongée ou indéterminée ; a cela s'ajoute la proprié-
té de se différencier en se transformant en plusieurs types de
cellules dotées de fonctions bien définies.’

En conséquence, les principales caractéristiques des
cellules souches sont : pluripotence (habilitées a se
différencier en différents types de cellules), plasticité
(habilitées a générer des types de cellules différentes
du tissu d’origine), quiescence (cycle cellulaire faible)
et potentiel de prolifération élevé (division active sous
l'influence des stimuli appropriés).”

Elles sont présentes dans les embryons ainsi que dans
différents tissus de 'organisme adulte tels que la peau, la
moelle osseuse, le foie, etc.

Les premieres études ont démontré que les cellules
souches embryonnaires seraient pluripotentes tandis
que les cellules souches des tissus adultes seraient
multipotentes, ce qui suppose une capacité a générer
différents types cellulaires plus restreinte.

En conséquence, les cellules souches des tissus adultes
pourraient étre définies comme des cellules indifférenciées
présentes dans des tissus ou organes générant tous les
types cellulaires a I'intérieur de 'organe.”
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C’est la raison pour laquelle figure dans 1'épiderme une
cellule souche spécifique au tissu (« cytokératinocytes »
ou cellule souche de I'épiderme) et que, en fonction de
I'environnement (donné pour les besoins du tissu), elle
peut se différencier en différents types cellulaires.

Tout au long de la vie, la production de nouveaux
cytokératinocytes s'avere nécessaire pour remplacer les
squames qui se détachent continuellement de la superfi-
cie de la peau, ainsi que pour produire de nouveaux poils
venant remplacer ceux tombés a la fin de chacun des
cycles pilaires. D’ailleurs, la culture des kératinocytes
afin de les transplanter pour générer un nouvel épiderme
démontre l'existence de ces cellules souches de I'épiderme.
Il a récemment été observé que les cellules souches des
tissus adultes pourraient procéder a une spécialisation
plus importante que l'on ne le pensait, avoisinant la
pluripotence, dans la mesure ou il a été prouvé qu'elles
pouvaient se transformer en souches histo-spécifiques
distinctes.® Cette spécialisation pourrait dépendre, entres
autres, de I'environnement et des facteurs de croissance
auxquels elles sont exposées ainsi que des signaux et
interactions cellulaires spécifiques.’

Identification et localisation des cellules souches

de I'épiderme

Au niveau de la couche basale de l'épiderme ont été
identifiées les cellules souches épidermiques (EpiSC), les
cellules amplificatrices transitoires (TA) et les cellules
basales post-mitotiques (PMD).

Les EpiSC sont définies comme des cellules dotées d'un
fort potentiel de prolifération et d'une capacité illimitée
d’auto-renouvellement. Elles s'identifient grace a leur
faible cycle cellulaire (car elles sont interrompues en
phase G, du cycle cellulaire) et, par conséquent, grace a
leur longue conservation du marquage lorsqu’elles sont
exposées a des analogues nucléosidiques tels que la
thymidine tritiée ([*H] TdR) ou le Bromodéoxyuridine
(BrdU). Ce marquage peut étre conservé pres de 14 mois
par une EpiSC de souris, démontrant ainsi sa quiescence.
Ces cellules sont également appelées cellules souches
indifférenciées conservant le marquage (LCR : label retain
marker). Si, in vivo, ces cellules s’'averent quiescentes et
ont tendance a ne pas se diviser, elles peuvent le faire
rapidement en réponse au tissu endommagé ou
lorsqu’elles sont mises en culture.?>%

Les cellules filles des cellules souches sont appelées cel-
lules amplificatrices transitoires (TA : transit amplifying).
Ces cellules sont vouées a une différenciation définitive
apres s'étre divisées entre 3 et 5 fois, avant d’abandonner
la couche basale. En outre, il est considéré que ces cellules
possedent un potentiel de différenciation plus restreint
que les cellules souches. Contrairement aux EpiSC, les TA
se divisent activement in vivo, tandis qu’en culture, elles
ne se différencient que de peu de divisions cellulaires.??
Létape suivante de différenciation des TA génere
les kératinocytes basales post-mitotiques (PMD) qui
demeurent en contact avec la membrane basale, mais ne
se divisent plus et ont entamé le processus de
différenciation et de migration en s'éloignant de la mem-
brane basale.!

En moyenne, chaque cellule souche produit une
cellule souche et une cellule distincte, méme s'il est pos-
sible d’évoquer des cas de production de deux cellules
filles souches ou encore de deux cellules filles n’étant pas
des cellules souches, cela dépendant des besoins physio-
logiques du tissu, en plus du caractere indispensable a la
conservation du pool de EpiSC, de TA et de PMD.

Des chercheurs ont affirmé qu’en fonction du plan
d’orientation de la mitose, une des cellules ou les deux
cellules restaient soudées a la membrane basale et, par
conséquent, ne se différenciaient pas.?>?

Au moyen de [*H] TdR, de BrdU, ou encore d'autres
marqueurs, lesquels seront évoqués par la suite, il est
possible de localiser 'emplacement de ces cellules.

Il existe des preuves de l'existence de la EpiSC dans
la région appelée bulge ainsi que dans l'’épiderme
interfolliculaire. Cependant, il existe des comptes
rendus contradictoires quant a la présence de ces
mémes cellules dans les glandes sébacées, car il est
possible qu’elles soient maintenues par des cellules
souches du bulge. ??

Le bulge est une région spécifique située dans la
couche radiculaire externe, en dessous de la glande
sébacée Bulge. 3°

Lorsque l'épiderme est endommagé (brtlé par
exemple), il peut étre entierement régénéré grace aux
cellules souches se trouvant dans le bulge, et, a
l'inverse, le contact de ces cellules avec la papille
dermique les conduise a former les follicules pileux et
les glandes sébacées.

Cela amene a la conclusion selon laquelle les cellules
souches présentes dans ces régions (bulge et épiderme
interfolliculaire) sont interconvertibles, mais, dans des
conditions normales, n'offrent de la différenciation
qu'une descendance plus restreinte.

Par ailleurs, 'idée selon laquelle I'évolution de source
a TA est irréversible et unidirectionnelle serait incor-
recte dans la mesure ot1, dans certaines circonstances
bien déterminées, des preuves viennent démontrer
que les TA peuvent se transformer en cellules souches.
En conséquence, la question de savoir qui des cellules
souches ou des TA se sont véritablement engagées a se
différencier reste en suspens. Les études démontrant a
quel moment a lieu cet engagement (par exemple, par
I'expression ou non de certains geénes) ainsi que les
facteurs et signes qui conduiraient les cellules a se
différencier, ou a se dédifférencier, font défaut.

Unités prolifératives épidermiques

La couche basale de I'épiderme interfolliculaire se com-
pose de ces cellules souches épidermiques, des cellules
TA (environ 40 %) et PMD (environ 50 %) ; cependant,
il est également possible de distinguer des cellules de
Langerhans (environ 10 %), des mélanocytes (environ
3%), ainsi que des cellules de Merkel.

Des études indiquent que la fréquence de ces cellules
souches épidermiques est de 'ordre de 1 pour 35000 cel-
lules, soit de 1 pour 10* cellules de la couche basale, simi-
laire aux cellules souches de la moelle épiniére, ce qui
équivaut a 0,01 % des cellules basales.®
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Bien qu'a premiére vue, par le biais de 1'observation au
microscope, les couches basales semblent uniformes,
une observation plus approfondie de I'épiderme de sou-
ris démontre que les cellules sont organisées selon ce
que l'on désigne sous le nom des «Unités prolifératives
épidermiques» : la couche cornée se compose de cellules
polygonales aplaties, de forme hexagonale. En dessous
de ces cellules, les couches granuleuse et épineuse sont
organisées en colonnes, de maniere a ce que chacune
des cellules de la superficie tienne dans la zone occupée
par 10 a 15 cellules de la couche basale. Dans leur dis-
position, chaque cellule souche est entourée de TA et de
PMD. En étudiant 'épiderme de singes, il a été observé
que les cellules souches étaient situées dans les creux,
entre les papilles dermiques. Chez les étres humains, il
a été observé que dans l'épiderme du cuir chevelu, du
prépuce et du sein, les cellules souches se situent a
l'extrémité des ondulations dermiques, tandis que dans
I'épiderme des plantes de pieds et des paumes de main,
elles se situent dans les creux des ondulations. 19 2630
Le fait que les cellules souches de 1'épiderme se situent
dans la région centrale des unités prolifératives de la
couche basale ou dans la région du bulge du follicule
pileux, fait qu’elles vivent dans un environnement
spécial et qu’elles sont protégées de tout éventuel
endommagement du a 'environnement. 12202

>

Fig. 2: schéma d’une unité proliférative épidermique.

Cellules souches
épidermiques

——— Cellules amplificatrices
transitoires

Descendance d'une cellule souche

Plus précisément, le recours a une population de
cellules TA protege le tissu des transformations néopla-
siques. Les cellules qui risquent fortement de subir une
mutation sont celles qui font I'objet d'une division cellu-
laire active. C’est pourquoi le risque est plus important
dans les tissus, tels que 1'épiderme, dont le renouvelle-
ment est rapide. La probabilit¢ d’accumuler plusieurs
mutations au cours d'une vie entiere diminue en attri-
buant une plus grande activité proliférative aux cellules
qui se différencieront rapidement, tandis que les cellules
souches présentes sur le long terme, demeureront relati-
vement quiescentes. 1324

Cellules souches dans les follicules pileux

Grace a des études au [*H] TdR, les LCR ont été locali-
sées dans la couche radiculaire externe, dans le tiers
supérieur, en dessous du site d'insertion du muscle
arrecteur du poil, ainsi que dans la zone du bulge. " 18
Au début de chaque cycle de croissance du poil (anagene),
les cellules souches épidermiques du bulge migrent vers
le bas, a travers la couche radiculaire externe, dans le
follicule et, en contact avec celles de la papille dermique,
se voient stimulées et se différencient, donnant lieu aux
cellules qui formeront la couche radiculaire interne et le
poil. #

Les auteurs eux-mémes ont démontré que la migration
cellulaire dans la couche radiculaire externe est de 70 a
100 Im par jour. En conséquence, il faut aux cellules
souches trois a quatre semaines pour se déplacer d'une
distance de 2 mm, distance qui sépare les cellules
souches du bulge du bulbe pileux. En outre, cette durée
de trois a quatre semaines coincide avec la durée de la
phase anagene du poil .8

La zone du bulge abrite également des cellules souches
de mélanocytes et des cellules de Langerhans imma-
tures, ainsi que d’autres cellules immunocompétentes. *

Modéles de culture pour I'étude des cellules souches de
I'épiderme

Il existe un grand nombre de techniques permettant la
croissance de kératinocytes humains en culture. Des
techniques sont employées depuis les années 1970 pour
le traitement des patients atteints de brtlures. Il ne fait
cependant aucun doute que les cellules souches épider-
miques peuvent survivre en culture. D’ailleurs, le suivi
sur le long terme des patients montre que la descendan-
ce des kératinocytes reproduits en culture survit et
forme un épiderme normal. %

Fig. 3 :Kératinocytes humains cultivés dans un milieu

Parmi les facteurs de croissance qui régulent la croissan-
ce et la prolifération de I'épiderme figurent le facteur de
croissance épidermique (EGF), le facteur de croissance
transformant a (TGF-a) et le facteur de croissance des
kératinocytes (KGF), qui favorisent la prolifération. 4

Les cytokines IL-1a (Interleukine 1-a), IL-6 (Interleuki-
ne-6), IL-8 (Interleukine-8) et GMCSF (facteur stimu-
lant de colonies de granulocytes et de macrophages),
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participent a la régulation normale de 1'épiderme, aux
processus inflammatoires et a la réparation de blessures.
La vitamine A et ses composés ainsi que les médica-
ments dérivés (rétinoides) sont des régulateurs pléiotro-
piques de la différenciation épidermique.

In vivo, 'action dépend de la concentration avec laquelle
elle parvient aux cellules : a faibles niveaux (107 a
10 M), l'acide rétinoique augmente la prolifération des
kératinocytes ; a niveaux élevés (>10° M), la proliféra-
tion est inhibée car cela conduit a l'expression du TGF-,
(facteur de croissance de tumeur-p). *

En ce qui concerne le calcium, lorsque les kératinocytes
sont cultivés dans un milieu possédant de faibles
concentrations de calcium (0,002 a 0,1 mmol de Ca?* ),
ils ne forment pas de couches ni ne se différencient,
mais évoluent comme une seule couche. Si la concen-
tration atteint 1.2 mM, les cellules forment des couches
stratifiées et, apres plusieurs jours de culture dans ces
conditions, on observe la formation de squames conte-
nant l'enveloppe cornée. Le calcium est nécessaire a
I'épiderme pour l'activation d’enzymes et la formation
de desmosomes. La modification des niveaux de calcium
extracellulaires a un effet marqué et soutenu sur les
niveaux de calcium intracellulaires des kératinocytes
cultivés normaux.

Parmi les molécules agissant tels des régulateurs négatifs
figure le TGF-B, lequel, a des concentrations picomolaires,
inhibe la synthese de 'ADN et la division cellulaire.

REGULATION DE LA PROLIFERATION
ET DE LA DIFFERENCIATION EPIDERMIQUES

La régulation est complexe et multifactorielle. Elle
implique en outre des cellules du tissu concerné, des
molécules produites par ces cellules, ainsi que des cel-
lules et molécules produites par le milieu environnant,
tel que le derme. 2141517

Les facteurs qui affectent I'épiderme dans sa prolifération
et réparation incluent la sécrétion de facteurs de crois-
sance et leurs récepteurs, des régulateurs transcription-
nels (tels que KGF, IL-1, GM-CSF, c-jun, jun-b), des molé-
cules de la matrice extracellulaire et ses récepteurs (tels
que les laminines et les intégrines), ainsi que des régula-
teurs moléculaires (tels que Shh, Wnt/Bcaténines, NF-kb,
c-Myc, p63 et Rac-1). %

En tenant compte du fait que la fonction proposée se réa-
lise sur la base d’études de surexpression ou de diminu-
tion de l'expression utilisant des modeles animaux tels
que des souris, I'extrapolation aux tissus humains doit
étre évoquée avec précaution.

C-Myc est une protéine qui régule, lors de la fixation a
I'ADN, les processus de transcription. Il a été établi que la
c-Myc stimule la prolifération, la suppression de la difté-
renciation, I'induction de l'apoptose et la transformation
néoplasique. C'est pourquoi il était supposé que la c-Myc
favorisait la prolifération épidermique.Toutefois, au cours
d'expériences, il a été observé que la surexpression de la
c-Myc ne stimulait ni I'apoptose ni la prolifération, mais
la différenciation des cellules souches a TA par le biais de
la Miz-1, réprimant les génes des intégrines d’adhésion
telles que les intégrines a6 et f1.13 22

En conséquence, les cellules souches requierent de faibles
niveaux de Myc pour proliférer et la différenciation qui en
découle empéche une prolifération incontrolée.

La surexpression de c-myc favorise la prolifération de
I’épiderme interfolliculaire et des glandes sébacées
avec perte de follicules pileux. Il semblerait que la
c-myc participe a l'inhibition de la migration vers une
niche spécifique. La dérégulation de l'expression de
c-myc dans le follicule pileux et I'épiderme interfolli-
culaire engendre la perte des follicules et la déplétion
de la population de cellules souches de 1'épiderme
interfolliculaire. 3

Racl conserve la niche de cellules souches en agissant
comme un régulateur négatif de Myc. La délétion de
Rac-1 conduit a une augmentation de la prolifération
épidermique, qui s’ensuit d'une diminution abrupte de
cette méme prolifération en impliquant aussi les folli-
cules pileux et la glande sébacée.”® Wnt régule la pro-
lifération et 1’«engagement» pris par les cellules
souches.

Bien que les B-caténines constituent la clé effectrice de
Wnt dans I'épiderme, une protéine fortement liée a ces
premieres, la plakoglobine, possede des propriétés
similaires.

Un niveau élevé de Bcaténines favorise la différencia-
tion du follicule pileux, tandis qu'une inhibition favori-
se la différenciation de 'épiderme interfolliculaire.

La perte ou la mutation du récepteur de la vitamine D
(VDR) est associ¢e a la perte de poils chez les souris et
les étres humains.

Linhibition de la Shh (Sonic hedgehog) associée a
I'activation des Bcaténines, bloque la formation de novo
du follicule pileux. La surexpression de Shh au niveau
de I'épiderme interfolliculaire favorise 'hyperplasie de
I'épiderme.

Lexpression de Sox9 dépend de la Shh, et sa délétion
dans I'épiderme conduit a la perte de poils et a la mau-
vaise formation du bulge.¢

Labsence de c-jun et de jun-b engendre l'interruption
de la régulation paracrine par le biais de FGF-7/KGF.
Le récepteur Notch et son ligand Delta, sont des pro-
téines transmembranaires. L'union de Delta dans une
cellule entraine l'activation de Notch dans une cellule
voisine, déclenchant des signaux intracellulaires qui
activent les processus de développement. La surexpres-
sion de Delta dans les kératinocytes conduit a
I'induction de la différenciation dans les cellules voi-
sines de la cellule qui exprime d’importants niveaux de
Delta, mais pas dans la cellule méme qui I'exprime. %
P63 est un facteur de transcription appartenant a une
famille composée de deux autres protéines liées de
maniere structurelle, p53 et p73. p53 joue un rodle
important dans la suppression de tumeurs tandis que p 63
et p 73 participent aux processus de morphogenese.®
Son expression est spécifique aux cellules souches
kératinocytes. Une disruption du gene engendre des
failles dans le développement de 1'épiderme.

P63 s'exprime dans le noyau des cellules en proliféra-
tion ou en mesure de se diviser, de I'épiderme humain,
du follicule pileux et de cultures épidermiques.

PCNA est une ADN polymérase qui est synthétisée en
phase G1 et S du cycle cellulaire, et, par conséquent, est
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un marqueur spécifique des cellules en prolifération.
La basonucléine est un autre facteur de transcription
présent dans les cellules basales de I'épiderme et autres
épithéliums squameux. Elle reste cytoplasmique en
conditions normales de culture mais se concentre en
noyau dans des situations présentant par exemple des
tumeurs squameuses. * ?’

Marqueurs des cellules souches de I'épiderme

Comme cela se produit pour d’autres tissus, le besoin en
marqueurs moléculaires caractéristiques des cellules
souches épidermiques existe clairement, et plus parti-
culierement en marqueurs de la superficie cellulaire
permettant non seulement d’identifier et de distinguer
les EpiSC TA et PMD ainsi que les autres types cellu-
laires présents dans I'épiderme, mais aussi de suivre
I'historique de la prolifération de la cellule.

Cytokératines : la co-expression de paires de kératines
spécifiques est spécifique au type d’épithélium, et, dans
un épithélium donné, elle est spécifique a la couche
cellulaire, reflétant I’état de différenciation cellulaire. '*
Des changements au niveau de 'expression des kératines
permettent de différencier les kératinocytes basaux de
ceux appartenant a des couches supérieures et, par
conséquent, dotés d'un plus fort degré de différenciation.
Les premieres kératines exprimées sont les K14 et K15.
Le processus de différenciation est en étroite relation
avec l'expression de la K 10/K1.

Les cellules parabasales de 1'épiderme conservent dans
leur cytoplasme les kératines K5/K14 et synthétisent de
nouveau les kératines K1/K10, formant un cytosquelette
qui s'ajoute au précédent. Ces kératines sont caractéris-
tiques d'un modele de différenciation de type épider-
mique et, par conséquent, sont appelées kératines
spécifiques de la différenciation ou de la kératinisation
de I'épiderme (comme le sont les kératines 3 et 12 de la
cornée, ou 4 et 13 de I'épithélium de 'cesophage). 14 1> 16
Lexpression de K15 est observée dans les cellules du
bulge de follicules pileux humains et de souris, a noter
que son expression diminue avec 1'age. ?*

Intégrines : ce sont des glycoprotéines hétérodimériques
(o et B) situées a la surface cellulaire. Elles nterviennent
la fixation des kératinocytes basales a la matrice extra-
cellulaire de la membrane basale, et participent a la com-
munication intercellulaire.

Un des premiers marqueurs descripteurs est l'intégrine
B,. Lintégrine B; est exprimée par toutes les cellules de
la couche basale de I'épiderme, mais les cellules souches
expriment des niveaux deux a trois plus élevés dans les
TA!, alors qu’elles expriment des niveaux tres faibles
dans les PM. Lorsque les kératinocytes entament le pro-
cessus de différenciation, le transport d’intégrines vers la
surface cellulaire s'interrompt et ces récepteurs de la
surface cellulaire sont perdus.

Les Kkératinocytes humains expriment plusieurs
récepteurs de la famille de l'intégrine, dont l'intégrine
a2pl (récepteur de collagene) et les intégrines a3p1 et
a5p1 (récepteurs de laminine et de fibronectine, respec-
tivement). La quantité et le degré d’activation de

I'intégrine ,1 au niveau de la surface cellulaire jouent un
role important dans le contrdle de divers aspects de la
différenciation épidermique et de la morphogenese.
Autre intégrine : I'intégrine a-6 qui est un composant des
hémidesmosomes.

Protéines desmosomiques: les desmosomes sont des
jonctions intercellulaires qui s’expriment en abondance
dans les épithéliums, y compris dans I'épiderme. Cer-
taines des protéines figurant dans les desmosomes sont
les desmogléines (Dsgs) et les desmocollines (Dscs), aux-
quelles s’ajoutent des protéines cytoplasmiques comme
les desmoplakines (Dp), les plakoglobines (Pg) et les pla-
kophilines (Pkps). Lexpression des desmosomes dans les
kératinocytes augmente a mesure qu'ils murissent et
migrent de la couche basale vers les couches superfi-
cielles de la peau. C’est pourquoi des auteurs proposent
les Dsgs pour marqueurs négatifs des cellules souches
épidermiques.”’

Récepteur de la transferrine (CD71) :'#%22* il s'agit d'un

autre marqueur de surface qui diverge dans son expres-
sion entre souche et descendance. Les LCR montrent
une expression faible de CD71 mais une expression éle-
vée d'intégrines--6, tandis que les cellules en division
active, les TA, font montre d'une expression élevée
d’'intégrines--6 et de CD71.'7

CD 34 est un marqueur hématopoiétique chez les étres
humains, mais pas chez les souris. Il s'observe égale-
ment dans les cellules du bulge des souris mais pas dans
celles des étres humains. 1% %

La nestine est une protéine des filaments intermédiaires
utilisée comme marqueur cellulaire des progéniteurs du
systeme nerveux et des cellules souches neuroépithéliales.
Lexpression de nestine dans les cellules souches kérati-
nocytes situées dans la région du bulge du follicule
pileux a été observée. De méme, une variation de
I’'expression de la nestine a été observée en fonction de
I'étape du cycle de croissance du poil. Au cours des
phases télogene et catagéne est observé un marquage
positif pour la nestine dans la région du bulge, tandis
qu'au cours de la phase anagene, il est observé dans la
partie supérieure de la couche radiculaire externe (ORS)
et dans le bulge du follicule pileux.

En outre, les cellules qui expriment la nestine expriment
également K5/K8 y K15, des marqueurs des cellules
souches du follicule pileux.?

CD59 est fortement exprimée dans des cellules du bulge
ainsi que dans la couche radiculaire externe située en
dessous du bulge.’

CD200 s’exprime dans les cellules plus externes de la
couche radiculaire externe, dans la région située entre
l'insertion du muscle arrecteur et le bulge, pour les sou-
ris comme pour les étres humains. %

Linteraction du CD200 et de son récepteur est impli-
quée dans la conservation de l'immunotolérance,
empéchant que le systeme immunitaire n’attaque le
follicule pileu.
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CD24 est un marqueur qui ne s'exprime pas dans les
cellules du bulge et qui peut donc étre utilisé comme
marqueur négatif. Il s'agit d'une glycoprotéine qui parti-
cipe a I'adhésion cellulaire et au signal dans les lympho-
cytes et les cellules neurales.

Les résultats suggerent que les cellules du follicule
pileux présentent un phénotype avec une forte expres-
sion de CD200 et K15, et une expression faible de CD24,
CD34 et CD71.

Les EpiSC exprimeraient de hauts niveaux d'intégrines-
Bl et a6, K14 avec une tres faible expression de CD71,
K10 et d’involucrine. 3°

Les TA exprimeraient de hauts niveaux d'intégrines-f1 et
des niveaux intermédiaires d'intégrines-a6, K14 et CD71.
Aucune expression de K10 ni d'involucrine n’est observée.
Enfin, les PMD exprimeraient de hauts niveaux de K14,
K10, involucrine, avec une tres faible expression
d'intégrines-p1 et a6. ”

Plasticité des cellules souches de I'épiderme

De nombreux comptes rendus indiquent que les cellules
souches des adultes sont éventuellement capables de se
différencier a l'extérieur de l'organisme dans lequel
elles résident. Des exemples de cette «plasticité » sont
l'obtention de cellules aux phénotypes d’hépatocytes, de
neurones ou de cellules musculaires obtenues a partir de
cellules souches hématopoiétiques d’adulte.

Plusieurs auteurs ont évoqué l'obtention de cellules
exprimant des marqueurs cellulaires d’autres lignées
lorsque les cellules de 1a peau ont été stimulées par dif-
férents facteurs de croissance.

La caractéristique de la plasticité se démontre grace a
des travaux permettant d'observer la différenciation
dans des cellules non épithéliales telles que les cellules
dotées de caractéristiques phénotypiques de neurones et
les cellules de Schwann. 2

Conclusions

La peau constitue un excellent modele permettant
d’étudier les cellules souches de tissus adultes car elles sont
facilement accessibles et peuvent vivre et se propager in vitro.
Le recours aux marqueurs des cellules souches et de leur
descendance est tres utile a diverses fins. Ces marqueurs
peuvent faire office de modeles pour I'étude de
l'organisation épidermique ou de la maniere dont sont
influencés les kératinocytes et leurs cellules souches par
I’environnement qui les entoure, autrement dit, com-
ment les cellules réagissent aux signaux provenant des
cellules voisines.

La compréhension des cellules souches épidermiques sera
utile aux applications thérapeutiques des kératinocytes.
Lutilisation de protéomique et de puces a ADN pourrait
conférer des marqueurs supplémentaires des cellules
souches et TA, permettant d’obtenir des populations
pures et de réaliser d’autres études en vue d'obtenir des
informations plus compleétes sur ces dernieres.
Lassociation de protocoles de transduction a 'utilisation
de vecteurs rétroviraux permettra d'exploiter les cellules
souches pour la thérapie génétique.

Lobservation selon laquelle les tissus d’'organes solides
sont colonisés par des cellules souches organo-spéci-
fiques issues de la circulation sanguine laisse entendre
que la régénération et la réparation sont facilement
accessibles si ces cellules souches sont présentes dans le
sang circulant a proximité des sites touchés ou dans les
sites affectés, puis qu’elles modulent leur capacité de pro-
lifération et de maturité une fois dans le site concerné.?
Lutilisation de cellules souches de tissus adultes offrant
une pluripotence similaire a celle des cellules souches
embryonnaires a I'avantage de ne poser aucun probleme
éthique ou technique quant a leur manipulation.
Léventuelle application clinique nécessite que les cel-
lules souches soient facilement accessibles, en concen-
tration suffisante, et qu’elles puissent étre stimulées via
différents facteurs en fonction des besoins. Ces condi-
tions sont largement remplies par les cellules souches de
I'épiderme?.

Dans la mesure ol la peau est I'organe le plus grand du
corps humain, elle pourrait étre considérée comme le
plus grand réservoir de cellules souches de I'organisme.?
Lorganisme comporte cing millions de follicules pileux,
chacun d’eux étant doté d'un bulge dans lequel réside
une grande quantité d'EpiSC.

En recourant aux cellules souches épidermiques de
tissus adultes, il serait possible de traiter des troubles de
la peau tels que le cancer, les brilures profondes, les
atrophies, les fragilités, 'hirsutisme et I'alopécie. En vue
de traiter l'alopécie, on pourrait isoler les cellules
souches de follicules pileux puis les utiliser pour générer
de nouveaux follicules dans le cuir chevelu. Il serait
méme possible d'étendre leur utilisation au traitement
des troubles génétiques et contractés qui alterent
d’autres organes et tissus. Par exemple, on pourrait isoler
les cellules souches d'un patient, les modifier, les déve-
lopper puis les réimplanter sur le méme patient ou sur
un autre patient, sur un site identique ou sur un site
différent.>°

La clé réside dans le controle de la prolifération et de la
différenciation de ces dernieres.

Avant d’appliquer ces thérapies cellulaires utilisant les
cellules souches, il est nécessaire de procéder a un
controle strict de la prolifération et de la différenciation
d'un type cellulaire spécifique ainsi qu'au controle des
risques d'une fonction cellulaire inappropriée.
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D. GENSANNE
(Toulouse - France)

Parmi les techniques d'exploration du corps humain dont
dispose le médecin pour 1'élaboration du diagnostic médi-
cal, I'imagerie, qui s'est considérablement développée et
diversifiée au cours de ces derniéres années, occupe une
place de choix.

Jusqu'a un passé récent, I'imagerie médicale, qui permet
de voir ce qui n'est pas visible de l'extérieur, reposait
exclusivement sur la radiologie conventionnelle, basée
sur l'utilisation des rayons X découverts par Reentgen en
1896. A la différence des rayons lumineux qui sont tres
peu pénétrants, les rayons X traversent le corps humain
et leur atténuation sélective par les différents tissus et
organes est a 1'origine du contraste de 1'image. Le noir-
cissement de 1'image radiologique regue sur un film placé
au contact du patient est donc fonction de la densité de
Torgane traversé. Ainsi la «radio» est une «ombre por-
tée»sur laquelle l'os, tissu dense a teneur en calcium
élevée, apparait en blanc et les structures tres peu denses
en noir, c'est le cas par exemple pour les poumons qui
contiennent essentiellement de 1'air. Les «tissus mous»,
de densité intermédiaire, sont principalement constitués
d'eau dont la teneur, de 1'ordre de 70 % a 80 %, varie peu
d'un tissu a l'autre, par suite ils apparaissent faiblement
contrastés et d'analyse difficile. La radiologie convention-
nelle fait donc appel aux radiations ionisantes, ce qui
impose des régles strictes de radioprotection et nécessite
de limiter le nombre et la durée de ce type d'examen. De
plus, comme on vient de l'indiquer, cette modalité d'ima-
gerie présente deux inconvénients principaux. D'une
part elle ne permet d'obtenir qu'une seule projection par
image de la région analysée et par suite elle n'est pas
adaptée pour la réalisation d'explorations volumiques.
D'autre part elle présente une faible résolution en

Utilisation de |'lmagerie par
Résonance Magnétique (IRM)

en dermatologie

contraste, ce qui limite son intérét pour l'imagerie des
tissus mous. C'est pour remédier a ces inconvénients que
de nouvelles techniques d'imagerie médicale ont été
développées parmi lesquelles la tomodensitométrie
(aussi appelée scannographie), 'échographie et 'imagerie
par résonance magnétique nucléaire sont actuellement
les plus utilisées. La plupart des services d'imagerie cli-
nique disposent aujourd’hui de ces trois modalités
d’'imagerie qui, s'appuyant sur des phénomenes
physiques différents, fournissent des informations com-
plémentaires et contribuent a une meilleure précision
diagnostique.

La scannographie, comme la radiologie conventionnelle,
fait appel aux rayons X. Elle permet l'acquisition d'une
succession d'images radiologiques par balayage de la
zone a étudier donnant ainsi, en quelques secondes, une
visualisation volumique de "anatomie du patient. Cepen-
dant, comme pour la radiologie conventionnelle, les
images des tissus mous sont faiblement contrastées.
Léchographie est une modalité d'imagerie médicale qui
repose sur l'utilisation des ultrasons. Une onde ultraso-
nore issue d'une sonde placée au contact du patient subit
une réflexion sélective selon la nature du tissu rencontré
et I'image est obtenue apres traitement de 1'écho réfléchi.
La résolution en contraste, bien que nettement supérieu-
re a celle de 1'imagerie radiologique conventionnelle, se
révele insuffisante dans certains domaines d'applications
de l'imagerie médicale pour lesquels l'imagerie par
résonance magnétique (IRM) est mieux adaptée.

L'IRM est basée sur la mise en résonance des atomes
d'hydrogene des tissus biologiques induite par l'action
conjuguée d'un champ magnétique statique intense et
d'une onde électromagnétique. L'image est obtenue
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apres traitement informatique du signal de résonance
issu de la =zone étudiée. L'IRM, tout comme
1'échographie, est une technique d'imagerie non ioni-
sante, contrairement a la radiologie conventionnelle et
a la scannographie.

PRINCIPE DE L'IRM

LIRM est issue des techniques de spectrométrie par
Résonance Magnétique Nucléaire (RMN) utilisées en
chimie pour l'analyse de divers composés moléculaires
en solution. Son principe repose sur le magnétisme
nucléaire de certains atomes sous l'effet d'un champ
magnétique extérieur. Le phénomene de résonance
magnétique est conceptualisé en 1946 par Bloch et Pur-
cell mais ce n'est que plus tardivement, dans les années
1980, que sont présentées les premieres applications de
I'imagerie par résonance magnétique (IRM). Non invasive,
non irradiante et sans effet secondaire connu, elle est
aujourd’hui incontournable en routine clinique pour
I'exploration des tissus mous.

Bases physiques

Les protons du milieu peuvent étre comparés a des
aimants microscopiques qui sont orientés de maniere
aléatoire, sous l'effet de l'agitation thermique (figure 1-
a) et dont I'aimantation résultante est nulle. En présen-
ce d'un champ magnétique extérieur, By, ces aimants
s’orientent et se mettent a tourner autour du champ B,
a la fréquence angulaire w, appelée fréquence de
Larmor. Il en résulte une aimantation résultante M,
dont l'intensité est proportionnelle a la densité de pro-
tons du milieu (p), qui dépend du tissu considéré (figu-
re 1-b). Pour détecter ce moment magnétique on
applique, avec la fréquence angulaire de Larmor w,, une

> Fig. 1:Principe de I'IRM. (a) Répartition aléatoire des protons en
I’absence de champ magnétique extérieur, I'aimantation résultante
est nulle. (b) Orientation et précession des protons sous I’effet du
champ magnétique extérieur By, conduisant a une aimantation M. (c)
Bascule de I'aimantation M sous I’effet d’une onde radiofréquence
de champ magnétique B; qui crée, au niveau d’une bobine de
réception (antenne), un courant induit |.

lo.(1-e71)

T = arrét de By 'Temps (t)

onde radiofréquence de champ magnétique B; qui
entraine une bascule de 'aimantation M par rapport a
By, d'un angle 8 proportionnel a B;. Cette aimantation
tournante crée, dans une bobine placée orthogonale-
ment au champ B, (figure 1-c), un courant induit, I, qui
s'établit suivant une constante de temps T; appelé
temps de relaxation longitudinale. A Tarrét de cette
onde radiofréquence, l'intensité du courant induit dis-
parait suivant une constante de temps T, correspondant
au temps de relaxation transversale.

Le courant électrique détecté par I'antenne est le signal
de résonance qui est donc fonction des parametres
intrinséques du tissu analysé: la densité protonique U et
les temps de relaxation T1 et T2 eux mémes dépendants
de l'environnement physico-chimique des protons et
notamment de sa viscosité. Suivant la nature du tissu
considéré on observera donc des différences d'intensité
du signal de résonance responsable du contraste sur les
images d’'TRM. Le choix adapté de la séquence d'imagerie
et des parametres d’acquisition de I'image permettra de
renforcer ce contraste et ainsi d'obtenir une
meilleure différenciation tissulaire en privilégiant la
contribution au signal de l'un des parametres intrin-
seques tissulaires.

Principe d'un appareil d'IRM

Un scanner IRM (figure 2) est constitué¢ de différents
composants: l'aimant, les antennes, les bobines de
gradients et d'un ensemble informatique complexe.

> Fig. 2 Vue d’ensemble (a) et coupe shématique (b) d’un scanner IRM.

Antenne
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L'aimant

Il s'agit de 1'élément de base de l'appareil. Générale-
ment de forme cylindrique, il produit en son centre un
champ magnétique BO homogene. Pour assurer la
meilleure qualité d'image on utilise des champs magné-
tiques intenses qui sont obtenus au moyen d'aimants
supraconducteurs permettant d'atteindre des valeurs
de l'ordre 1 a 3 Teslas (20000 a 60000 fois supérieur au
champ magnétique terrestre). Leur fonctionnement
requiert l'utilisation d'un systeme cryogénique
d’hélium liquide (-269°C) complexe et coliteux.

Les antennes

Les antennes utilisées pour exciter les protons et
recueillir le signal de résonance sont de deux types
(figure 3) : les antennes dites « de volume » permettant
I'exploration de grandes régions de l'organisme (téte,
corps, membres...) et les antennes « de surface »
dédiées pour l'analyse de régions d’intérét superfi-
cielles et de faibles dimensions.

>

Fig. 3: Antenne téte (a) et antennes de surface
de différentes dimensions (b).

Les bobines de gradients
Les bobines de gradients créent de petits champs
magnétiques locaux qui se superposent au champ
magnétique principal BO et dont l'intensité varie en
fonction de la position de 1'objet a I'intérieur du volume
de l'aimant. Ces gradients entrainent une modification
de la fréquence de 1'onde de résonance qui permet de
construire 1'image par «codage spatial » de 1'objet.

Autres composants

La construction de I'image numérique a partir du signal
de résonance détecté par 'antenne requiert 1'utilisation
d'outils informatiques spécifiques qui doivent égale-
ment assurer le stockage et 'archivage des examens

Formation de I'image :

Imagerie morphologique

Une image est une représentation virtuelle d'un plan de
coupe de l'objet analysé. Elle est formée par une matri-
ce de petits éléments, appelés pixels, dont I'intensité est
proportionnelle au signal de résonance issu du plan de
coupe analysé.

Le signal de résonance mesuré par lantenne est la
somme de signaux de fréquences variables. Son analyse
fréquentielle permet de connaitre pour chaque fréquen-
ce et donc pour chaque position l'intensité du signal de
résonance émise par le pixel (figure 4).

> Fig. 4: Protocole d’acquisition des images d’IRM.

Fig. 5 : Images IRM de I’encéphale pondérées en U ?(a), T1 (b) et T2 (c).
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Limage obtenue est une visualisation morphologique
dont le contraste est fonction des parametres
d’acquisition de 1'image qui sont choisis pour privilégier
la visualisation d'un des parametres intrinséques tissu-
laires (figure 5).

Formation de I'image :

Imagerie paramétrique

Limagerie morphologique est a la base de la majorité des
examens d'IRM en routine clinique, mais elle est pro-
gressivement associée a de nouvelles techniques
d’analyse du signal de résonance capables d’extraire des
images morphologiques les principales propriétés physi-
co-chimiques des tissus. On obtient ainsi des images
dites paramétriques qui sont uniquement le reflet des
propriétés relaxométriques tissulaires (p, Ty, T,), a la dif-
férence des images morphologiques qui dépendent a la
fois des caractéristiques des tissus et des parameétres
d’acquisition de l'image (intensité du champ magné-
tique, sensibilité d’antenne, facteur d’amplification du
signal...).

Au plan technique, le protocole d'imagerie qui est a la
base des images paramétriques fait appel a des séquences
d'imagerie disponibles sur tous les types d'appareils
d'imagerie, il est de ce fait facilement réalisable au cours
d'un examen d'TRM mais nécessite un traitement spéci-
fique du signal de résonance® qui n'est pas actuellement
disponible sur les imageurs conventionnels.

La détermination des parametres tissulaires (p, Ty, et Ty)
est obtenue a posteriori par ajustement du signal de
résonance a un modele mathématique approprié.
Limagerie paramétrique s'impose comme une procédu-
re reproductible de standardisation des méthodologies
d’acquisition et de quantification des données qui per-
met en outre de s’affranchir des particularités de chaque
machine ®.

APPLICATIONS EN DERMATOLOGIE.

Face a l'augmentation constante des pathologies cuta-
nées les professionnels de santé se doivent de disposer
de techniques pertinentes d’évaluation tant pour le
diagnostic que pour le suivi thérapeutique. La problé-
matique est proche dans le domaine de la dermocos-
métique ou des modifications récentes des directives
européennes (76/768/CEE) imposent aux industriels
d’apporter la preuve de 'efficacité des produits cosmé-
tiques sur la peau. Ainsi, le besoin technique permettant,
dans ces deux domaines, de fournir des données
discriminantes et reproductibles sur ’état du tissu cuta-
né est une préoccupation actuelle majeure. L'imagerie
ultrasonore est a ce jour une technique largement
utilisée en dermatologie pour l'exploration de la peau
et du tissu graisseux®.

Aisément disponible en routine clinique, 1'échographie
permet non seulement de visualiser les structures de la
peau avec une résolution de l'ordre de 50 pm mais
aussi de déterminer certaines propriétés physiques
telles que l'élasticité du milieu ®. Plus récemment le

développement de la tomographie par optique cohérente
(OCT) a permis d'étudier les tissus avec une plus grande
résolution spatiale (10-15 pm) et ainsi de visualiser des
structures jusqu'a lors inexplorées comme le stratum cor-
neum par exemple ©?. Malheureusement la profondeur
d’exploration maximale est de I'ordre du millimetre ce qui
limite cet outils a 'analyse des couches superficielles .

Quelle que soit la technique utilisée, les images de la
peau requierent une résolution spatiale élevée afin de
visualiser avec la plus grande précision les structures
tissulaires. En outre, les techniques d'imagerie doivent
étre de mise en ceuvre simple et pratique. Les durées
d’acquisition des images ne doivent pas étre prohibitives
afin d'assurer une parfaite immobilité du patient
pendant 'acquisition des images de résolution spatiale
élevée car ces dernieres sont tres sensibles au mouve-
ment. La méthode d’'imagerie se doit également d'étre
non invasive pour permettre la réalisation d'examens a
intervalles réguliers notamment dans le cas de suivis
pathologique ou thérapeutique.

Grace au développement récent d’antennes de surface
de haute sensibilité, appelées également antennes
« micro » en raison de leurs dimensions réduites, moins
de 50mm (figure 3-b), et compte tenu du caractére non
invasif de la technique, 'IRM haute résolution pourrait
présenter d'intéressantes perspectives d’applications

>

Fig. 6 : Images du tissu cutané obtenues par IRM haute résolution (a),
échographie (b) et OCT (c).

(b)

stratum corneum

épiderme

(c)
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pour l'analyse du tissu cutané ®?. Les images d’IRM sont
le reflet des parametres tissulaires p, T; et T,, et par suite
l'information qu'elles apportent est différente de celle
obtenue a partir des techniques usuelles d’'imagerie de la
peau. Limage IRM de la peau présentée figure 6-a per-
met notamment une visualisation précise du derme et
de T'hypoderme ainsi que des différentes microstruc-
tures qui les composent, indentations graisseuses et
travées conjonctives. Outre un intérét iconographique
de telles images peuvent apporter d'intéressantes
informations cliniques concernant diverses pathologies
de la peau et du tissu graisseux sous-cutané.

Quelques exemples d’applications de 'IRM haute réso-
lution en dermatologie et dermocosmétique sont
présentés dans ce qui suit pour montrer les bénéfices de
cette nouvelle technologie. Nous verrons également
qu'en plus d'une approche morphologique I'IRM peut
également fournir une information quantitative a partir
de la mesure des parametres relaxométriques intrin-
seques au tissu aidant a la caractérisation tissulaire.

La premiere application a consisté a analyser au moyen
de limagerie de résonance magnétique (IRM) haute
résolution les lipodystrophies médicamenteuses induites
par un traitement antirétroviral chez des patients atteints
du syndrome VIH. Les lipodystrophies sont définies par
une redistribution du tissu adipeux entrainant des atro-
phies et des hypertrophies adipeuses . Elles touchent
60 a 80 % des patients sous trithérapie "V et sont sources
d'importants inconvénients morphologiques. La lipo-
atrophie est une composante des lipodystrophies qui se
traduit par une disparition plus ou moins complete du
tissu adipeux principalement au niveau de la face, des
membres et des fesses. Au contraire, dans le cas d'une
hypertrophie, autre forme des lipodystrophies, on obser-
ve une augmentation de la masse graisseuse au niveau
de zones bien spécifiques telles que les régions
cervicales, réalisant la «bosse de bison», mammaire et
abdominale. Dans ce dernier cas la graisse étant de siege
sous cutanée ou périviscérale.

Les images IRM du tissu graisseux, au niveau du mollet
et de 'abdomen, ont été réalisées sur 30 patients VIH®
répartis en 2 groupes de 15, soit 15 patients avec lipody-
strophie décelable a 'examen clinique et confirmée par
examen Dexa et 15 patients sans lipodystrophie déce-
lable a I'examen clinique. Ces images ont été ensuite
comparées a celles obtenues sur un groupe témoin
constitué de 15 volontaires sains. Un imageur IRM
Philips Intera 1.5T équipé d'une antenne de surface
haute résolution, de 23 mm de diametre, a été utilisé
pour l'acquisition des images. Pour chaque zone, les
images sont obtenues a partir d'une séquence pondérée
T2 constituée de 20 coupes jointives de 2 mm
d’'épaisseur et de 156 pm de résolution spatiale.

Les images IRM haute résolution du mollet montrent
que pour la population témoin 1'épaisseur moyenne du
tissu graisseux au niveau du mollet est en moyenne de
lordre de 5mm, deux fois plus élevée que chez les
patients atteints du VIH indépendamment du groupe
considéré. En revanche aucune différence significative

(@)

(c)

n'a été mise en évidence au niveau du tissu graisseux
abdominal. Ainsi I'IRM haute résolution permet une
évaluation précise de 'épaisseur du tissu adipeux mais
son principal intérét réside dans le fait qu’elle permet
de visualiser des modifications structurales du tissu
adipeux (figure 7). Les résultats obtenus montrent en
particulier des différences d'organisation des travées
conjonctives a l'intérieur du tissu graisseux abdominal
selon le groupe de patients considéré. Le réseau de
travées est régulier et homogene chez les témoins, il est
nettement hétérogene chez les patients VIH et en cas
de lipodystrophie l'organisation du tissu adipeux est
totalement anarchique.

Cette étude préliminaire menée sur 30 patients a mon-
tré d'intéressantes perspectives d’applications de
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l'imagerie IRM haute résolution pour le controle et le
suivi des lipodystrophies induites par un traitement anti-
rétroviral chez les patients VIH.

Selon une autre perspective d’application, 1'imagerie
quantitative haute résolution avec mesure locale des
parametres relaxométriques tissulaires pourrait per-
mettre d'obtenir des informations physico-chimiques et
conduire a une caractérisation objective et quantifiable
des propriétés du derme et de I'hypoderme.

A l'issue d'une étude préliminaire de faisabilité *?, il a été
montré que l'utilisation d'un imageur médical conven-
tionnel satisfait aux criteres statistiques de validité pour
la mesure des parametres relaxométriques T, du tissu
adipeux. Les tissus adipeux pouvant étre caractérisés par
deux temps de relaxation Ty, et Ty, de valeurs respec-
tives 38+ 1 et 159 + 2 ms, en bon accord avec les résultats
obtenus ex vivo par spectrométrie RMN considéré
comme « le gold standard » "',

Une autre application de la méthode d'imagerie, qui
parait devoir présenter d'intéressantes perspectives
d'applications, au vu de nos résultats préliminaire,
concerne 1'étude et la caractérisation in vivo des diffé-
rents stades de cellulite. L'étude réalisées au niveau de
la cuisse sur 30 sujets présentant différents stades de cel-
lulites détectées cliniquement (infiltrée, capitons, fibro-
se et oedeme) semble indiquer que, par comparaison
avec une population de référence, les valeurs de T, sont
modifiées selon le type de cellulite. L'analyse des histo-
grammes montre que dans le cas des cellulites avec capi-
tons les valeurs les plus élevées de T se distribuent sous
forme de strates inégalement réparties (figure 8) alors
que pour les autres cas de cellulite les différentes valeurs
de T? se distribuent uniformément. Cette étude prélimi-
naire a permis de mettre en évidence des modifications
des parametres relaxométriques en fonction de la nature
du tissu hypodermique. Une étude portant sur un plus
grand de nombre de cas doit étre cependant envisagée
afin de confirmer, sur le plan statistique, les tendances
observées. Une fois validée, la technique pourrait utile-
ment contribuer a la caractérisation des tissus lipidiques
de 'hypoderme.

Limagerie quantitative a également été utilisée pour
visualiser et caractériser les implants de gels visco-
élastiques d’acide hyaluronique. Les gels d’acide hyalu-
ronique sont de plus en plus utilisés en chirurgie
plastique pour le comblement des rides et ridules.
Injecté au niveau du derme, 1'acide hyaluronique est
un matériau biocompatible résorbable qui est dégradé
au cours du temps, de 6 a 12 mois apres l'injection
selon la nature et la quantité de produit injecté @°.
11 s’agit d'un acte peu invasif et bien toléré par
l'organisme qui doit étre renouvelé périodiquement
pour assurer un rendu esthétique optimal. Concernant
ce dernier point, d’autres parametres sont a prendre en
compte tels que la procédure d'injection mais aussi la
viscosité du produit. Le but de l'intervention étant de
réaliser une injection locale avec le moins de diffusion
(16, 17). A I'heure actuelle, le praticien ne peut se baser
que sur 'aspect visuel ou tactile pour juger la qualité de
l'intervention. La mise a disposition de techniques

d'imagerie pourrait contribuer efficacement a
I’'amélioration des techniques et des produits d’'injection.
A cet égard, les images paramétriques T, in vivo ont
montré que I'implant d’acide hyaluronique était facile-
ment dissociable des tissus cutanés avoisinants en
raison notamment de valeurs élevées des temps de
relaxation T,. Par suite, la réalisation d’image T, a
différents temps apres l'injection fournit une indica-
tion de la résorption temporelle de I'implant comme le
montrent les images paramétriques haute résolution
de la figure 9.

Lanalyse temporelle de 'expansion latérale, du volu-
me et de la valeur moyenne du T, de I'implant permet
de quantifier 1'évolution de l'injection. Ces mesures
montrent en particulier que dans un premier temps
I'implant diffuse au niveau de Ulinterface
derme/hypoderme et présente une étendue maximale
a 3 mois (figure 10-a). En revanche, les figures 10-b et
10-c montrent que le volume et la valeur de T, de
I'implant d'acide hyaluronique diminuent de maniere
réguliere, indiquant la résorption progressive de
I'implant au cours du temps.

Limagerie quantitative haute résolution permet ainsi
de visualiser la diffusion sous cutané de 'agent de rem-
plissage, de suivre sa dégradation au cours du temps
et d’observer les éventuelles réactions tissulaires envi-
ronnantes. De telles informations sont particuliere-
ment pertinentes pour la mise au point et 1'évaluation
de nouveaux agents visco-élastiques.

Conclusion et perspectives

La généralisation des antennes de surface de haute sen-
sibilité, désormais proposées par les constructeurs,
I'IRM, dites de haute résolution, pourrait trouver de

Fig. 8 : Image paramétrique T, du tissu graisseux de la cuisse chez une
patiente présentant une cellulite avec capitons. Distribution des T, sous
forme de strates.
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Fig. 9 : Images quantitatives T, du tissu sous cutané de |'avant-bras avant (a)
et apreés injection de 0,05cm’ d’acide hyaluronique (b-e). Les figures b, ¢, d
et e montrent la distribution de I'implant d’acide hyaluronique, 12 heures,

2, 4 et 9 mois apres I'injection.
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Fig.10 : Variations au cours du temps de la diffusion latérale (a),
du volume (b) et de la valeur moyenne T2 (c) d’un implant d’acide
hyaluronique injecté au niveau de ['interface derme/hypoderme
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larges perspectives d'utilisation dans de le domaine de
la dermatologie et de la dermocosmétique. Au travers
des exemples d’applications abordés dans cet article, la
technique s’est révélée particulierement intéressante
pour l'exploration et la caractérisation de la peau et du
tissu graisseux. Le caractére non-invasif de la méthode
permet d’envisager d'étendre ce type d’analyse a la
caractérisation de diverses pathologies de la peau et
pour le diagnostic de 1ésions tumorales ou inflamma-
toires. La technique pourrait aussi contribuer a définir
les limites des lésions dans les cas ot une chirurgie est
envisagée ou pour le suivi local d’éventuelles récidives.
En outre, la méthode permettrait d’évaluer l'efficacité
thérapeutique au cours d'essais cliniques ou dans le
suivi des patients traités.
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