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Les cellules souches mésenchymateuses
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RESUME De nombreuses études suggerent que les cellules souches adultes et plus
particulierement les cellules souches Meésenchymateuses humaines (CSMh)
pourraient étre utilisées pour réparer de nombreux organes. Nous avons étudié la
capacité des CSMh a réduire les lésions cutanées radio induite. Pour induire des
Iésions séveres de la peau, des souris NOD/SCID ont été irradiées au niveau de la

gg\tte droite postérieure (30 Gy, débit 2,7 Gy/mn) en utilisant une source gamma au

Co. Les CSMh ont été injectées 24 heures apres irradiation par voie intraveineuse.

La présence de cellules humaines, la sévérité des lésions et les processus de
cicatrisation ont été étudiés sur les échantillons de peau prélevés de 3 a 8 semaines
apres irradiation. Nous avons pu observer que chez les souris greffées avec des
CSMh, le niveau d’atteinte cutanée radio induite est significativement plus faible.
Les scores cliniques utilisés pour 1’étude de I’évolution des lésions cutanées de la
peau sont significativement améliorés et une cicatrisation plus rapide est observée en
comparaison des souris non injectées. La présence de cellules humaines a pu étre
détectée par PCR quantitative dans les zones cutanées en cours de cicatrisation. Ces
résultats suggerent premiérement que les CSMh sont capables de coloniser la peau
altérée par les rayonnements ionisants et deuxiémement qu’elles accélérent le
processus de réparation de ce tissu limitant ainsi les complications tissulaires radio
induites. La greffe de CSMh pourrait étre un traitement thérapeutique efficace des
phases précoces du syndrome cutané radio induit

ABSTRACT Mesenchymal stem cells favour healing of the cutaneous radiation syndrome.

It has been suggested that human Mesenchymal Stem Cells (hMSC) could be used to
repair numerous injured tissues. We have studied the potential use of hMSC in order
to limit radiation-induced skin lesions. Immunodeficient NOD/SCID mice were
locally irradiated to the leg (30 Gy, dose rate 2.7 Gy/mn) using a %0Co source in order
to induce a severe skin lesion. Cultured bone marrow hMSC were delivered
intravenously to the mice. The irradiated skin samples were studied for the presence
of the human cells, the severity of the lesions and the healing process. Macroscopic
analysis and histology results showed that the lesions were evolving to a less severe
degree of radiation dermatitis following hMSC transplant when compared to
irradiated non-transplanted controls. Clinical scores for the studied skin parameters
of treated mice were significantly improved. A faster healing was observed when
compared to untreated mouse. Immunohistology and Polymerase Chain reaction
(PCR) analysis provided evidence that the human cells were found in the irradiated
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area. These results suggest a possible use of hMSC for the treatment of the early
phase of the cutaneous radiation syndrome. A successful transplant of stem cells and
subsequent reduction in radiation-induced complication may open the road to
completely new strategies in cutaneous radiation syndrome therapy

Keywords: mesenchymal stem cells / healing / skin

1. Introduction

Parmi les accidents d’irradiation, 54 % sont des irradiations externes et localisées
(Lefaix et Daburon, 1998), elles conduisent dans bien des cas a une irradiation
sévere du tissu cutanée entrainant chez les sujets irradiés un syndrome cutanée radio
induit constitué de 1ésions précoces et tardives. Le syndrome cutané est également
I’un des effets secondaires en radiothérapie et en radiooncologie. Chez des patients
subissant des radiothérapies, 95 % développent des réactions cutanées précoces ou
tardives d’intensité variée. Le syndrome cutané d’irradiation dépend de la dose
délivrée, du volume de tissu irradié, de la radiosensibilité propre aux patients et du
délai écoulé apres exposition. Son expression clinique évolue du simple érytheme
(coup de soleil) a 1'ulcération des tissus irradiés (Archambeau et al., 1995).
Classiquement, il est admis qu’une dose supérieure a 25 Gy est a I’origine d’une
nécrose sans guérison se développant en quelques mois. Ces 1ésions cutanées se
définissent comme un processus de réparation tissulaire pathologique et dépendent
de lacombinaison dans le temps des effets et de laréponse de I’épiderme et du derme
sous-jacent (mésenchyme et vascularisation). L’état du support sur lequel repose
le tissu cutané (muscle et vascularisation) conditionne également 1’évolution du
syndrome cutané d’irradiation (Hopewell, 1990 ; Peter, 2002, 2005). A T’heure
actuelle, il n’existe pas de stratégie thérapeutique clairement définie pour traiter une
personne irradiée accidentellement.

La thérapie cellulaire au service de la médecine régénératrice pourrait étre une
alternative dans le traitement des lésions radio induites. Elle est aujourd’hui
largement utilisée dans le domaine de I’hématologie (greffe de cellules souches
hématopoiétiques), des brilures (greffe de peau) et elle en est a un stade plus
expérimental pour les maladies hépatiques, le diabete et les affections neuro-
dégénératives. Les connaissances récentes sur les cellules souches adultes et plus
particulierement sur les cellules souches mésenchymateuses (CSM) permettent
d’envisager des applications de la thérapie cellulaire pour la cicatrisation cutanée.
Utilisées en recherche, les CSM proviennent d’échantillons de moelle osseuse
obtenus par ponction sternale ou de la créte iliaque. Chez I’homme, la thérapie
cellulaire par les CSM (auto et allogreffe) a déja été réalisée, mettant en évidence
a la fois une absence de toxicité liée a leur injection (Koc et Lazarus, 2002) et leurs
effets bénéfiques thérapeutiques dans certaines pathologies telles que I’ ostéogenese
imparfaite (Le Blanc et al., 2005) ou la GVH (Graft Versus Host Disease) (Koc
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et Lazarus, 2001). Les CSM peuvent in vitro se différencier en de nombreux types
cellulaires du mésoderme, de 1’endoderme et de I’ectoderme et ont la capacité de
migrer vers un organe 1ésé (Chapel et al., 2003 ; Frangois et al., 2006).

En effet, nous avons précédemment mis en évidence que les CSM de primates
non humains (Chapel et al., 2003) ainsi que les CSM humaines (Francois et al.,
2006) avaient la capacité de migrer vers la peau a la suite d’une exposition aux
rayonnements ionisants. Il a également été montré que I’altération tissulaire
favorise la migration des cellules médullaires vers la peau et que ces dernieres
pouvaient se différencier en différents types cellulaires structurant la peau avec des
morphologies identiques aux cellules résidentes (Badavia et al, 2003). La greffe de
cellules médullaires chez la souris nude en présence de cellules issues du derme
d’embryon de souris a permis de montrer que les cellules médullaires ont la capacité
d’acquérir le phénotype de plusieurs types cellulaires appartenant a la peau
(Kataoka et al., 2003). En cas d’altération tissulaire, la colonisation par les cellules
médullaires augmente, dans la zone 1ésée (Borue et al., 2004). Ces cellules
médullaires pourraient favoriser la cicatrisation par leur sécrétion de collagene
(Fathke et al., 2004) et elles pourraient étre impliquées dans la régénération de la
peau (Brittan et al., 2005 ; Yamaguchi et al., 2005 ; Mori et al., 2005). Apres
injection intraveineuse de CSM issues de souris BalbC (pelage blanc) a des souris
C57Black (pelage noir), I’apparition de poils blancs a permis de démontrer que les
CSM sont capables de se substituer aux cellules souches de la peau (Weimin e? al.,
2005). Les CSM humaines semblent pouvoir contribuer a la régénération de la peau
chez la souris (Mansilla et al., 2005, Nakagawa et al., 2005). Chez le cochon, il a
été montré que les CSM favorisaient la cicatrisation en sécrétant du collagéne de
type L eten se différenciant en fibroblastes au niveau de la zone 1ésé lors d’une 1€sion
induite par une irradiation (Ai et al., 2002).

Au cours de nos études antérieures concernant d’autres organes dans le méme
modele préclinique de greffe de CSM humaines (CSMh) chez la souris NOD/SCID
(Bensidhoum et al., 2004 ; Semont et al., 2006 ; Frangois et al., 2006) et dans un
modele de primate non-humain irradié greffé avec des CSM de la méme espece
(Chapel et al., 2003), I’administration des CSM n’a pas entrainé d’effet secondaire
notable.

L’ensemble de ces connaissances suggere que les CSM semblent étre des bons
candidats pour le traitement thérapeutique des altérations tissulaires et qu’il existe
des éléments convergents pour utiliser les CSM humaines dans la régénération de
la peau.
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2. Matériel et méthode

Un total de 40 souris NOD/SCID de 8 semaines a été utilisé pour cette étude. Avant
exposition aux rayonnements ionisants les souris ont été immobilisées par une
anesthésie générale. Les souris ont été localement irradiées au niveau de la patte
droite postérieure a une dose de 30 Gy, le reste du corps étant a I’extérieur du champ
d’irradiation. La dosimétrie physique par diodes thermoluminescentes a permis de
vérifier la dose délivrée et la localisation de I’irradiation.

Les CSMh ont été isolées a partir de moelle osseuse de donneurs consentants
et sains, conformément aux procédures approuvées par le comité d’éthique de
I’hopital Saint Antoine. Les CSM ont été isolées et amplifiées pendant 15 jours de
culture en milieu complémenté. Avant injection un comptage est réalisé avec un
colorant d’exclusion (bleu trypan) afin d’évaluer la viabilité cellulaire. Suivant le
protocole décrit par Bensidhoum (Bensidhoum er al., 2004). Les CSMh ont été
injectées par voie intraveineuse a une concentration de 2,5 x 10° cellules par souris,
vingt quatre heures apres irradiation. Vingt souris ont subi une injection (souris
traitées) et 20 animaux ont été irradiées suivant la méme configuration mais sans
injection de CSM (non traités).

/////

irradiation. Un score visuel adapté suivant les modeles de Douglas (Douglas et
Fowler, 1976) ou de Hoeller (Hoeller et al., 2003) (RTGO/EORTC et
LENT/SOMA) a été réalisé sur une période de 8 semaines post-irradiation
(0 normal, 1 desquamation seche, 2 desquamation humide, 3 ulcération, 4 nécrose).
Dans le but d’apprécier les effets de la thérapie cellulaire sur les dommages de la
peau, la largeur des 1ésions (en millimetre) a été également mesurée.

Les animaux ont été sacrifiés par groupe de 10 (5 traités et 5 non traités) a
différents temps: 3, 4 ; 6 et 8 semaines post-irradiation. Chaque échantillon de peau
prélevée est scindé en deux parties. Une partie sert a la quantification de la présence
des CSMh par amplification du géne de béta-globine humaine par PCR quantitative.
La seconde partie est fixée dans le formol et mise en paraffine pour réaliser 1’étude
histologique. L’analyse histologique comprend une étude de 1’architecture
tissulaire des peaux irradiées par une coloration HES (Hematoxyline, Eosine,
Safran) et un immunomarquage de la protéine humaine béta-2-microglobuline
permettant de mettre en évidence la localisation in sifu des CSMh dans la peau
irradiée. Les résultats sont reportés sous forme de moyenne + écart standard a la
moyenne (ESM). Les comparaisons entre groupes sont réalisées avec le test t. Les
différences sont considérées comme significatives pour une valeur de p < 0,01 (*)
et p < 0,005 (¥%).
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4 semaines
Non trait

Figure 1 - Bénéfice de Uinjection des CSM sur ’évolution clinique des lésions de la patte irradiée non
traitée (a gauche) ou traitée (a droite). La peau des animaux traités est moins lésée et présente
une cicatrisation accélérée par rapport au contréle non traité. Quatre semaines apres
irradiation (30 Gy) les souris non-traitées présentent une inte sévere de la peau avec
ulcération (A). A des temps comparables aprés irradiation les ani x traités présentent une
desquamation humide (B). A 6 semaines (C : non traité, D : traité) et a 8 semaines (E : non
traité, F : traité) apres irradiation, la cicatrisation est accélérée chez les souris traités.
Grossissement initial x20.

Skin aspect of the irradiated leg of untreated (left panel) and treated (right panel) mice. The
skin of hMSC injected NOD/SCID mice (treated) was less injured by irradiation and showed
an accelerated wound healing when ipared to the skin of controls mice (untreated). Four
weeks after irradiation with a single 30 Gy dose untreated mice showed a severe injury to the
skin (A) and evidenced ulceration (white arrow). At the same time post irradiation, only moist
desquamation was observed in treated mice (B). At six (C untreated and D treated mice) and
eight (E untreated and F treated mice) weeks after irradiation level of healing of mouse skin
were also related to hMSC injection. Original magnification x20.

3. Résultats

L’observation macroscopique des 1ésions 4 semaines post-irradiation (Fig. 1) et les
analyses histologiques correspondantes (Fig. 2) montrent que les 1ésions cutanées
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Figure 2 — Bénéfice de ’injection des CSM sur I’évoluti linique des lésions de la patte. L’examen

446

histologique, 6 et 8 ines apreés irradiation des ani X non-traités (a gauche) et traités (a
droite), met en évidence une ré-épithalialisation plus rapide pour les animaux traités. Quatre
semaines apres irradiation, les anii x non-traités présentent une ulcération (A) alors que les
animaux traités présentent une cicatrisation partielle avec un derme fibreux, et une
inflammation du derme et de I’hypoderme (B). 6 ines apres irradiation, la peau irradiée
des animaux non-traités présente des zones nécrotiques avec un derme fibreux, et une
inflammation du derme et de I’hypoderme (C). Une cicatrisation partielle est observée apres

8 semaines (E) alors que les ani X traités pré: une re-épithélialisation avec un derme
inflammatoire et fibreux apres 6 semaines (D). La cicatrisation est compléte avec une fibrose
modérée a 8 semaines. Coloration hé xyline et éosine, grossi t initial x50.

The irradiated skin of treated mice showed an accelerated re-epithelialization when compared
to the skin of untreated mice. Histological examination of irradiated skin samples from
untreated or treated mice 6 and 8 weeks after irradiation. At 6 weeks skin wounds of untreated
mice (A) exhibited ulcerated areas with a fibrous and inflamed dermis (white arrow) and
hypodermis (black arrow). The inflammatory reaction was observed even deeper than the
hypodermis. Treated mice (B) showed areas of reepithelialization (white arrow) with a fibrous
and inflammatory dermis (black arrow) at 6 weeks. Partial healing of untreated mouse skin (C)
was observed at 8 weeks. Ulcerated areas and epithelial tongue migration (black arrow) were
observed. The dermis was inflammatory and fibrous (white arrow). The hypodermis exhibited
signs of inflammation and fibrosis. An almost complete healing of the treated mouse (D) skin
with an important re-epithelialization was observed at 8 weeks. The dermis was moderately
inflammatory and fibrous (white arrow). The hypodermis was partly fibrous (black arrow).
Figure E represent unirradiated skin. Tissues were stained with haematoxylin and eosin,
original magnification x50.
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des animaux traités par les CSM n’évoluent pas jusqu’a l’ulcération (Fig. 1B)
contrairement aux animaux non traités (Fig. 1A). A six et huit semaines post-
irradiation 1’observation de la zone irradiée (Fig. 1) et les analyses histologiques
(Fig. 2) montrent une cicatrisation de la Iésion cutanée radio induite chez les souris
traitées (Figs. 1D, 1F et 2B, 2D) contrairement aux animaux non traités (Figs. 1C,
1 E, et 2A, 2C). Quatre semaines apres exposition aux rayonnements ionisants (RI)
la taille de la 1ésion cutanée est également significativement moins importante chez
les souris traitées (Fig. 3B) de 2 a 4 semaines (p < 0,005), la différence demeure
significative jusqu’a 8 semaines (p < 0,01). Les scores des atteintes (Fig. 3A) et de
la cicatrisation (Fig. 3C) réalisés sur les 4 groupes de 10 souris permettent de
confirmer de maniere significative que, chez les animaux traités, les 1ésions de la
peau sont plus modérées (p < 0,005 de 2 a 5 semaines, p < 0,01 jusqu’a 8 semaines)
et la cicatrisation plus rapide que pour les souris non traitée (p < 0,01 de 3 a
4 semaines et p < 0,005 jusqu’a 8 semaines). L’extension de la patte est également
plus importante (Figs. 4A et 5C) et la perte de masse musculaire est plus faible
(Figs. 4B et 5C) en comparaison des souris non greffées (Figs. 4A, 4B et 5B).
L’ensemble de ces résultats met en évidence une récupération fonctionnelle de 1a patte
irradiée dépassant le simple niveau de la peau mais €galement des tissus sous-jacents.

Les résultats des marquages immunohistochimiques ont mis en évidence la
présence de cellules humaines dans la peau altérée par une exposition aigue aux
rayonnements ionisants (Fig. 6B) La faible implantation des CSMh dans la peau
de la patte irradiée a été confirmée par PCR quantitative (Fig. 6C) suggérant une
action stimulatrice de la reprise fonctionnelle et structurale des tissus irradiés ne
nécessitant que treés peu de CSMh exogenes présentes au sein du tissu altérée.

4. Discussion

Le présent travail concerne les atteintes cutanées radio induites. Nous avons mis
au point une configuration d’irradiation induisant une atteinte sévere localisée aux
RI, ou les souris NOD/SCID sont uniquement irradiées au niveau de la patte droite
postérieure. Apres avoir effectué une gamme de dose, nous avons retenu pour cette
étude une dose de 30 Gy permettant a la fois d’induire un syndrome cutané et de
suivre les animaux pendant § semaines. Les animaux ont été greffés avec des
CSMh et comparés au contrdle non greffé. La présence de CSMh dans la peau de
souris 20 jours apres injection est en accord avec les résultats précédemment
publiés suggérant que I’incorporation des cellules transplantés dans la structure de
la peau altérée par les RI pourrait étre masquée par une forte présence de cellules
inflammatoires aux temps précoces (Borue et al., 2004 ; Savill et Sherratt, 2003).
Nos résultats antérieurs sur un modele de primate non humain soumis a une irra-
diation mixte gamma-neutron ont permis précédemment de montrer que les CSM
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Figure 3 — Bénéfice de l'injection des CSM sur les lésions de la patte. (A) Score phénotypique pour les
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animaux traités (histogrammes grisés) et non traités (histogrammes blancs). (B) Diameétre des
lésions (mm) apres irradiation chez les souris traités ou non. (C) Score de cicatrisation (0 — pas
de cicatrisation, 1 — cicatrisation partielle, 2 — cicatrisation importante, 3 — cicatrisation
complete) au cours du temps pour les animaux traités (ligne continue) et non traités (pointillés).
Les résultats représentent la moyenne et I’écart a la moyenne (n = 20 par groupe ; *p < 0,01 ;
*#p < 0,005).

Scores of treated mice were significantly improved when compared to untreated mouse scores.
(A) Phenotypic score for the effects of irradiation on skin of treated (shaded histograms) and
untreated (white histograms) mice. (B) Wound size measurement (mm) after irradiation. The
size of skin wounds of the treated (bold line) mice was measured and compared to untreated
(hatched line) mice. (C) Phenotypic score of healing for the effects of irradiation on skin of
treated (bold line) and untreated (hatched line) mice skin (0 — normal, 1 — partial healing, 2 —
important healing, 3 — complete healing). Results represent the mean + SEM, n = 20 for each
group (**p < 0.005, *p < 0.01, NS not significant).
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Figure 4 — Amélioration fonctionnelle du membre irradié au cours du temps pour les animaux traités

(ligne continue) et non traités (ligne pointillée). (A) Extension de la patte en cm, (B) score pour
la masse musculaire. Les résultats représentent la moyenne et ’écart a la moyenne (n = 20 par
groupe ; *p < 0,01 ; **p < 0,005).
Scores of treated mice were significantly improved when compared to untreated mouse scores.
(A) Size measurement (in cm) of the extension of irradiated posterior leg after irradiation. The
size of extended leg of the treated (bold line) mice was measured and compared to untreated
(hatched line) mice. (B) Phenotypic score of the loss of muscular volume for the effects of
irradiation on muscle of treated (bold line) and untreated (hatched line) mice skin (0 normal,
1 moderate, 2 average, 3 important). Results represent the mean + SEM, n = 20 for each group
(**p < 0.005, *p < 0.01, NS not significant).

se localisaient préférentiellement dans les tissus en régénérations. Nous avons éga-
lement pu mettre en évidence que la migration des CSM exogenes dépend de la
configuration, de la dose et du temps post-irradiation sur un modele murin
NOD/SCID. Nous avons constaté que les CSM humaines migraient préférentielle-
ment dans les zones surexposées (Chapel et al., 2003 ; Frangois et al., 2006). Ces
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Figure 5 — Amélioration foncti lle du bre irradié apres 8 semaines. Aspect de la patte avant
irradiation (A) et irradiée non traitée (B) ou traitée (C). L’extension de la patte (fleches noires)
est plus importante et la fonte musculaire est plus modérée par rapport au contréole non traité.
Grossissement initial x20.

The size and the volume of muscle of extended leg of the treated (C) mice was measured and
compared to untreated (B) mice 8 weeks after irradiation, (A) non-irradiated leg. The leg
extension of treated mice (black arrow) is important and the loss of muscle volume is moderated
compared to untreated mice . Original magnification x20.

cellules souches adultes pourraient participer au maintien de 1’homéostasie tissu-
laire apres irradiation.

Nos résultats mettent en évidence que chez les animaux traités par les CSM
humaines en comparaison aux animaux non traités :

- les 1ésions sont moins séveres,
- la cicatrisation est plus rapide,
- la récupération fonctionnelle de la patte irradiée est plus rapide.

D’autres études expérimentales menées parallelement au sein de notre
laboratoire ont montré que la greffe de CSM humaines diminue 1’apoptose radio
induite dans I’intestin apreés une irradiation aigue de 1’abdomen (Semont et al.,
2006), empéche I’apparition d’une cytotoxicité hépatique induite par une irradiation
corps entiers (Francois et al., 2006) Les CSM transplantées dans un organisme
irradié semblent participer a régénération tissulaire et au maintien de ’homéostasie
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Figure 6 — L’implantation de CSM présence de cellules humaines dans la peau de souris a été mise en
évidence en immunohistologie par un anticorps anti-beta 2 microglobuline humaine
(coloration brune). Figure A controle négatif. Figure B montrant une cellule humaine (fleche
blanche) parmi les kératinocytes de souris. Grossissement initial x50.

Human cells are present in the irradiated skin of treated mice. Presence of human cells in
mouse skin was assessed by immunohistology and PCR analysis. Figure A represents negative
control (rabbit IgG). Figure B show an isolated human cell (white arrow) in contact with
keratinocytes at 3 weeks post transplant. Detection of anti-beta-2-microglobulin primary
antibody was carried out with a biotinylated secondary antibody, stained with alkaline
phosphatase (fast red) followed by counterstaining with hemalyn. Original magnification x50.
(C) Implantation of human MSC in irradiated skin samples was followed by quantitative PCR
analysis from 3 to 8 weeks after irradiation (i ber of animals: 3 weeks n = 5, 4 weeks n = 5,
6 weeks n = 5, 8 weeks n = 5, black lines represent the means). Human beta-GLOBIN gene was
Jfound up to 8 weeks in the skin of the irradiated mice.

RADIOPROTECTION - VOL. 41 — N° 4 (2006) 451



S. FRANCOIS et al.

tissulaire apres irradiation. D’apres Caplan (Caplan et Dennis, 2006), les facteurs
sécrétés par les CSM inhiberaient la fibrose et 1’apoptose, augmenteraient
I’angiogenese et stimuleraient la mitose et la différenciation des cellules endogénes
favorisant la régénération tissulaire. Ces effets trophiques seraient distincts des
mécanismes de différenciation des CSM en cellules spécifiques du tissu.
L’ensemble de ces travaux suggere que la thérapie cellulaire par les CSM peut étre
une stratégie innovante et efficace pour la régénération des tissus 1ésés suite a une
irradiation accidentelle. L’ensemble de ces résultats s’inscrit dans une démarche
d’étude préclinique de I’ utilisation de la thérapie cellulaire pour la gestion médicale
des 1ésions précoces d’une irradiation accidentelle sévere localisée au niveau de la
peau.

Actuellement, pour les patients irradiés localement a de fortes doses et en cas
d’ulcération massive, I’exérese des tissus nécrosés doit étre envisagée permettant
une greffe de peau sur un territoire sain. En France, cette technique de recouvrement
des brilures est pratiquée au Centre de traitement des br(ilés (Dr H. Carsin). Cette
approche pose des problémes de qualité de cicatrisation et de récidive sur la zone
greffée. L’ensemble de nos résultats a permis de proposer un protocole
thérapeutique par injection de CSM afin de traiter un patient ayant subi des briilures
cutanées radiologiques a la main et au dos lors d’un accident au Chili. Le patient a
été traité avec succes par une thérapie innovante de greffe de peau et d’injections
autologues de CSM a I’Hopital d’instruction des Armées de Percy en collaboration
avec le Centre de transfusion sanguine des Armées (J.J. Lataillade).
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