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La médecine régénérative a pour objectif de remplacer des cellules déficientes
(Thérapie Cellulaire) ou de reconstituer des tissus ou des organes altérés (Ingénierie
Tissulaire). Le développement de cette nouvelle médecine est fondé sur la compréhension des
processus biologiques impliqués dans le fonctionnement des cellules et des tissus. Pour mener
a bien ces objectifs, un type de cellules suscite de grands espoirs : les cellules souches. Trois
importantes caractéristiques les différencient des autres types de cellules : (i) ce sont des
cellules indifférenciées ; (ii) elles sont capables de s’auto-renouveler au travers de
nombreuses divisions cellulaires et (iii) dans certaines conditions, elles peuvent se transformer
en cellules spécialisées c'est-a-dire s’engager dans une voie de différenciation.

Parmi ces cellules souches, les cellules souches dites mésenchymateuses (CSM) font
I’objet de nombreuses études depuis plusieurs décennies. Ce sont des cellules d’origine
mésodermique mais qui peuvent par sécrétions de cytokines ou de facteurs de croissances
créer un micro-environnement permettant également la régénération de tissus non
mésodermiques. Présentes dans de multiples tissus dont la moelle osseuse ou le tissu adipeux,
elles sont actuellement utilisées, chez ’Homme, dans de nombreux essais cliniques. En effet,
plus de 60 % des applications cliniques en cours d’évaluation dans le monde concernent des
greffes allogéniques de cellules souches adultes. L’inconvénient dans leur utilisation réside
dans leur mode d’obtention. Celle-ci reste difficile puisqu’invasive pour les patients et ne
permet, par prélevement, que la préparation d’une ou deux doses thérapeutiques. De plus, il a
été signalé que les CSM issues de tissus adultes pouvaient entrer en sénescence et commencer
a perdre leurs caractéristiques de cellules souches a partir du moment ou la culture cellulaire
in vitro commencait (Bonab 2006). En tenant compte de ce fait, les CSM ne devraient étre
utilisées a des fins cliniques qu’a un passage précoce de la culture, ce qui peut restreindre
séverement le processus de développement du produit. Récemment, il a été rapporté que les
tissus feetaux tels que le sang placentaire, le placenta mais aussi la matrice ombilicale (appelée
gelée de Wharton) contenaient des cellules stromales possédant un phénotype proche des
CSM issues de la moelle osseuse. De plus, ces cellules foetales seraient a 1’origine d’épiblaste
embryonnaire ce qui leur conférerait des propriétés situées entre les cellules souches
embryonnaires et les cellules souches adultes. Elles seraient donc plus primitives que les CSM
provenant d’autres sources adultes (Bongso 2008).

Le présent travail aura pour objectif de caractériser sur le plan phéntoypique ainsi que
sur leur potentiel de différenciation deux sources de CSM d’origine feetale : le sang
placentaire et la gelée de Wharton. La premiere partie du travail sera consacrée aux CSM

issues du sang placentaire. Nous avons comparé¢ deux méthodes d’isolement et de culture. La
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seconde partie du travail sera consacrée aux CSM issues de la gelée de Wharton. Dans un
premier temps, une caractérisation de ces cellules maintenues dans leur environnement
physiologique sera évaluée par immunofluorescence et histologie. Ces techniques nous
permettrons non seulement de visualiser les composants de la matrice ombilicale (vaisseaux :
artéres et veine) mais aussi le phénotype des cellules in situ.

D’autre part, une étude sur I’influence de la méthode d’isolement de ces cellules a été
¢valuée en se basant sur deux protocoles d’extraction des CSM : une méthode dite
« mécanique », et une méthode « enzymatique ». L’impact de la méthode d’isolement a été
analysé sur I’expression des clusters de différenciation a la surface des CSM ainsi que sur
I’activité métabolique des cellules au cours des 5 premiers jours de culture en PO et P1.

Pa railleurs, au cours de I’amplification des CSM issues de la gelée de Wharton
(CSM-GW), nous avons ¢tudi¢ D’effet de la concentration d’oxygene sur I’expansion,
I’immunophénotypage et la différenciation des cellules. Pour cela, deux conditions de culture
(Normoxie (21% O5), et Hypoxie (5% O,)) ont été utilisées lors de I’expansion des cellules en
monocouche ainsi que lors de leur différenciation. A I’issue de 1’expansion en monocouche
(de PO a P7), des études sur le comportement des CSM provenant de la gelée de Wharton par
rapport a la morphologie, leur cinétique de croissance, et leur expression phénotypique ont été
réalisées. A la fin de chaque passage, le potentiel de différenciation (chondrogénique,

ostéogénique et adipogénique) a ét¢ évalué en utilisant des milieux d’induction spécifiques.
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I. Les Cellules Souches

Le terme de « stem cell », traduit de I’anglais par celui de « cellule souche » (CS), est
apparu des 1883 (Rey 2003). Les cellules souches sont aujourd’hui associées a 1’idée de
médecine régénératrice capable de traiter des pathologies graves et de régénérer des tissus.

Cependant plusieurs questions se posent :

% Ethiques sur les limites et les possibilités des techniques médicales
+«»+ Philosophiques et juridiques sur le début de la vie
% Sociologiques sur les conséquences des techniques médicales modernes dans une
société vieillissante
Les cellules souches peuvent étre classées selon leur maturité en trois types cellulaires :
Cellules souches embryonnaires, cellules souches feetales et cellules souches adultes. D’autre
part elles peuvent étre également classées selon leurs capacités a s’auto-renouveler et a
produire des cellules différenciées en quatre grandes catégories de cellules (Figure 1) : les
cellules totipotentes qui peuvent en théorie donner naissance a tous les tissus de cellule et
donc assurer le développement d’un organisme entier ; les cellules pluripotentes peuvent se
différencier en tout type de cellules de 1’organisme sauf les cellules extra-embryonnaires
comme le placenta ; les cellules multipotentes spécifiquement dévolues a une fonction. Enfin
les cellules souches unipotentes ne peuvent donner qu’un seul type de cellule; Leurs

capacités d’auto-renouvellement sont plus limitées.

(@ ) Cellules Souches Totipotentes

J

© Cellues Souches Pluripotentes

Y

@ Cellules Souches Multipotentes

Cellules Progénitrices

Hématopoiétiques Endothéliales Cardiaques Mesenchymateuses
® — <>
(OF) 2 -y 2L~

Figure 1: Hiérarchie de la pluripotence des cellules souches (Sieveking 2009).
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Les cellules souches (CS) posseédent des potentiels de prolifération et de
différenciation importants, mais variable selon le type. Elles se définissent par leur aptitude a
se différencier vers des types cellulaires davantage spécialisés et leur capacité d’auto-
renouvellement a I’identique. Leur degré de plasticité est aussi d’importance, et elles

possedent une capacité unique a protéger les télomeres de leurs chromosomes.

» Auto renouvellement

L’auto-renouvellement (Figure 2) est la capacité d’une cellule souche de subir des
divisions symétriques au travers desquelles la population originelle de cellules souches est
maintenue. Les divisions symétriques impliquent que les cellules filles conservent les
caractéristiques de la cellule souche mére (Ulloa-Montoya 2005). Cette propriété confere
donc a ces cellules un potentiel prolifératif illimité. D’autre part une cellule souche peut subir
aussi une division en donnant une cellule souche et une cellule progénitrice (division
asymétrique). Cette cellule progénitrice produira un nombre défini de cellules qui se

différencieront en cellules spécialisées.

Auto-renouvellement
Cellules

différenciées
spécialisées

_j Cellules
D Nerveuses

Cellules

Cellule Souche sanguines

Cellules déterminées

progénitrices Cellules

intestinales
etc...

—
—< 9
!
!) Cellules de lignée
!)
8
L

Figure 2: Auto-renouvellement et différenciation d'une cellule souche (Pearson 2009).
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» Leur degré de plasticite

C’est leur pouvoir de différenciation en cellules matures, spécialisées et fonctionnelles
constituant le tissu hote. Elles peuvent ainsi acquérir les caractéristiques de différentes lignées
cellulaires suivant I’environnement dans lequel elles se trouvent.

Ces deux propriétés font des cellules souches des ¢léments indispensables a
I’organisme puisqu’elles assurent le renouvellement des tissus en remplacant des cellules
mortes naturellement ou aprés lésion. Elles permettent ainsi aux organes de continuer a
fonctionner de fagon normale pendant toute la vie de I’organisme.

Ainsi, au cours du développement, ces cellules conduisent aux différents tissus qui
constitueront 1’organisme et, chez ’adulte, elles permettent le renouvellement naturel des

tissus et contribuent a leur réparation en cas de lésion (Smith 2006).

» Protection des télomeres

La télomérase est une enzyme qui évite qu’a chaque division cellulaire, le télomeére,
correspondant a I’extrémité du chromosome ne soit pas répliqué et soit alors perdu. Cela
permet donc de maintenir le génome au complet (Asahara 2000).

L’activité télomérasique n’est pas détectée dans la plupart des cellules somatiques, a
I’exception de certaines cellules souches adultes pluripotentes, les cellules en prolifération
dans les tissus de renouvellement, et les cellules germinales males (Wright 1996). Toutefois,
I’activité télomérasiques est presque universelle dans les lignées de cellules cancéreuses, et se
retrouve dans environ 85-90% des tumeurs primaires (Kim 1994). Cette activité compense le
raccourcissement des télomeres progressivement au cours de la réplication cellulaire en
synthétisant de nouvelles répétitions d’ADN télomérique aux extrémités chromosomiques
(Collins 2002). Les composants essentiels de cette enzyme sont la transcriptase inverse
catalytique appelée hTERT (Transcriptase inverse de la télomérase humaine) (Harrington
1997; Nakamura 1997), et une association d’une matrice-ARN appelée hTR ou hTERC (ARN
télomérase humaine) (Feng 1995; Harrington 1997; Meyerson 1997; Nakamura 1997). h'TR
est exprimée d’une maniere ubiquitaire dans toutes les cellules humaines. Par contre, I’activité
télomérasique est limitée par I’expression de hTERT, qui se trouve uniquement dans les
cellules ayant une activité télomérasique détectable (Takakura 1998; Ducrest 2002).

Les cellules souches normales sont généralement au repos ou a croissance tres lente, et
possedent relativement des télomeres longs par rapport a d’autres cellules somatiques

différenciées. Par contre, les cellules souches cancéreuses possédent des courts télomeres

(Shay 2011).
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L’activation de la télomérase est associée avec le développement du cancer (Janknecht

2004).

A. Cellules souches totipotentes

1. Définition

Les CS totipotentes sont les seules cellules a pouvoir conduire au développement d’un
organisme entier, car elles sont capables de participer a la formation de tous les tissus d’un
individu adulte, ainsi qu’aux cellules du placenta. Elles sont issues des premiéres divisions de
I’ceuf fécondé jusqu’au stade de la morula (4éme jour suivant la fécondation chez la femme)
ou I’embryon est constitué de 8 a 16 cellules (Smith 2006). Cependant, 1’utilisation
experimentale et le transfert en clinique de ces cellules posent plusieurs problémes (Puceat
2007), premierement d’ordre éthique (McLaren 2001) et deuxiémement da a leur fort pouvoir

mitogeéne et tumorigéne (Yamamoto 2006).

B. Cellules souches pluripotente

1. Définition et différents types

Les CS pluripotentes peuvent conduire, par différenciation, a I’ensemble des tissus qui
constituent un organisme et qui sont issus des trois feuillets embryonnaires (endoderme,
mésoderme et ectoderme). Ces cellules ne permettent pas de conduire aux annexes
embryonnaires (ne peuvent pas reproduire un €tre humain entier). La principale source de ces
cellules est ’embryon de cing a sept jours. Elles correspondent, en réalité, aux cellules de la
masse interne. Pour ces raisons, ces cellules souches sont souvent appelées cellules souches
embryonnaires. Il existe deux sources de CS pluripotentes humaines physiologiques : les
cellules souches embryonnaires (CSE) (Thomson 1998; Klimanskaya 2006; Zhang 2006) et

les cellules germinales embryonnaires (Shamblott 1998).

2. Les cellules souches embryonnaires humaines

A TDétat indifférencié ces cellules sont théoriquement dotées d’une capacité d’auto-
renouvellement illimité. La dérivation de CSE murines a été décrite par deux groupes en 1981
(Evans 1981; Martin 1981) et ce n’est qu’en 1998 que, pour la premiere fois, I’équipe de J.
Thomson réussit a isoler, a multiplier et a maintenir en culture a 1’état indifférenci¢ des CSEh
(Thomson 1998). L’établissement de lignées de CSEh est désormais réalis¢ de nombreux
croissant de laboratoires a travers le monde. Elles sont dérivées des cellules de la masse

cellulaire interne d’un blastocyste de fécondation in vitro. Elles peuvent conserver un
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caryotype normal et leur pluripotence apres plus de 300 passages (Odorico 2001; Reyftmann

2004), et ont montré une aptitude a se différencier en de multiple types cellulaires (Schuldiner

2000; Odorico 2001), notamment musculaire (Rohwedel 1994), chondrogénique (Kramer

2000), endothé¢lial (James 2010) ou cardomyocytaire, neuronales, hepatocytaires et cellules
pancréatiques (Carpenter 2003; D'Amour 2006; Roy 2006; Levenberg 2007; Lu 2007;
Blancas 2008; Nury 2009) (Tableau I).

Les cellules souches embryonnaires présentent donc un intérét en médecine

régénératrice et notamment dans le traitement des pathologies cardiaques, neuronales,

hépatiques, sanguines et du diabete de type I. cependant I’utilisation expérimentale et le

transfert en clinique de ces cellules posent plusieurs problémes (Puceat 2008). Le premier

d’ordre éthique, est celui de I'utilisation d’embryons humains dans la recherche expérimentale

(McLaren 2001). Le deuxieme, li¢ a leur fort pouvoir mitogene et tumorigéne ce qui en limite

aujourd’hui Iutilisation clinique (Yamamoto 2006).

Tableau I: Exemple de voies de différenciation explorées a I’aide des cellules souches
embryonnaire humaines.

Feuillet Type cellulaire Références
Progéniteurs rétiniens (Idelson 2009; Meyer 2009)
Neurones (Dhara 2008; Valensi-Kurtz 2010)
Astrocytes (Lee 2006; Hu 2009)
Ectoderme Oligodendrocytes (Hu 2009)
Motoneurones (Hu 2009; Wada 2009)
Kératinocytes (Guenou 2009)
Cellules hématopoiétiques (Kaufman 2009)
Cellules endotheliales (James 2010)
Cellules mésenchvmateuses (Barberi 2005; Olivier 2006; Barberi
ym 2007; Mateizel 2008; Mahmood 2010)
Adipocytes (Taura and Noguchi 2009)
. Chondrocytes (Bigdeli 2009; Toh 2010)
Mésoderme Oetbocuios (Biclby 2004; Karner 2007; Tremoleda
vt 2008)
Cardiomyocytes (Vidarsson 2010)
Muscle lisse (Kurpinski 2010)
Muscle squelettique (Chan 2006; Barberi 2007; Stavropoulos
2009)
. (Soderdahl 2007; Agarwal 2008; Hay
Endoderme Hepatocytes 2008; Brolen 2010)
Cellules pancréatiques f3 (Trounson 2006; Van Hoof 2009)
Cellules trophoblastiques (Xu 2002, Gerazn(;ggalm 2004; Pera
Extra- Cellules de I’endoderme
embryonnaire (Ek 2007; Soderdahl 2007)

primitif

Cellules germinales

(Clark 2004; Richards 2010)
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3. Les cellules souches pluripotentes induites: les iPS

La reprogrammation des cellules somatiques représente un moyen intéressant pour
obtenir des cellules souches pluripotentes. En 2006, la mise au point des premieres cellules
iPS (induced pluripotent stem cells, IPSCs) par I’équipe Shinya Yamanaka a été effectuée. Ils
ont pu obtenir des iPS a partir de la peau, du cceur, des cellules neuronales. Les iPSCs ont
marqué un tournant dans la recherche relative aux CS pluripotentes. Ces cellules ont été
obtenues par reprogrammation de cellules somatiques suite a la surexpression, par
transduction virale, de 4 facteurs de transcription essentiels a I’état d’indifférenciation et de
pluripotence : Oct3/4 (Pou5fl), Klf4, Sox2 et c-Myc (Takahashi 2006; Yu 2007). Les iPS
possédent une forte capacité de prolifération et de différenciation similaire a ceux des CSE
(Itoh 2011).

Un an plus tard, la génération d’iPSCs a partir de cellules humaines a été décrite par
les équipes de S. Yamanaka et de J. Thomson (Takahashi 2007; Yu 2007). Depuis, les travaux
sur ces cellules se sont considérablement développés. En effet, les iPSCs ouvrent des
perspectives immenses et, a priori, plus vastes que les CSEh dans le domaine de la
thérapeutique :

e dans le domaine de la thérapie cellulaire, en offrant la possibilité de générer des CS a
partir de n’importe quelles cellules de patient tout en s’affranchissant des
considérations éthiques liées a la recherche sur I’embryon et a 1’utilisation de cellules
qui en sont issues

e dans le domaine de la modélisation pathologique ou les iPSCs permettraient de
modéliser toutes les maladies, sans restriction.

Deux théories, les modeles stochastiques et de ’¢lite, ont €té proposées concernant le
mécanisme de génération de cellules iPS. Le modele d’¢lite propose que la génération de
cellules iPS ne se produit qu’a partir d’un sous-ensemble de cellules (Yamanaka 2009).
D’autre part, le modéle stochastique prétend que chaque type de cellule a le potentiel pour
étre reprogrammeé pour devenir une cellule iPS en introduisant des facteurs tels que Oct3/4
(Pou5f1), Sox2, Klf4, c-Myc, Nanog et Lin28 (Takahashi 2007). Ce mod¢le est aujourd’hui
largement accepté.

En fait la quantité, 1’équilibre, la continuité et la répression de 1’expression des quatre
premiers facteurs affectent sur la reprogrammation des iPS. KlIf4 est exprimé dans les
fibroblastes, mais son expression endogene n’est pas suffisante pour la production de ces

cellules. Le c-Myc est également exprimé dans les fibroblastes, mais son expression ectopique
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améliore considérablement I’efficacité de la production des iPS (Nakagawa 2008; Wernig
2008). L’induction des iPS peuvent aussi dépendre de 1’équilibre steechiométrique de ces
quatre facteurs. Par exemple, ’exceés Oct3/4 (Niwa 2000) et Sox2 (Kopp 2008) seraient
préjudiciables au maintien de la pluripotence. En fait, dans les cellules souches neurales qui
expriment le géne endogeéne Sox2, ’efficacité de la production des iPS est plus élevée avec
I’expression ectopique de trois facteurs dépourvus de Sox2 qu’avec la combinaison des quatre
facteurs (Eminli 2008). L’équilibre entre c-Myc et KIf4 peut aussi étre cruciale pour prévenir
I’apoptose et la sénescence causées par la surexpression de ces genes liée a la tumeur
(Rowland 2006). Intéressant de noter que les iPS dérivées des cellules humaines normales et
de souris montrent une ¢longation progressive des télomeres au cours des passages en culture,
ce qui indique que I’élongation des télomeéres peut se produire apres la programmation
(Marion 2009; Mathew 2010; Yehezkel 2011).

A T’heure actuelle, des efforts particuliers sont portés sur 1’optimisation des protocoles
d’obtention des iPSCs, afin de n’induire qu’une expression transitoire des geénes de
reprogrammation et de réduire au maximum les perturbations génétiques et €pigénétiques,
ainsi que sur la caractérisation des cellules reprogrammées.

En 2012, le prix Nobel en médecine reconnait deux scientifics, John B. Gurdon et
Shinya Yamanaka, qui ont découvert que les cellules souches adultes ou spécialisées peuvent
étre reprogrammees pour devenir des cellules immatures capable de se developper dans tous

le corps humain.

C. Cellules souches multipotentes

1. Définition et différent types

Les CS multipotentes, présentes chez I’embryon ainsi que chez 1’adulte, ont un
potentiel de différenciation plus réduit que les CS pluripotentes. 1l s’agit des cellules souches
feetales, de nouveaux-nés ou adultes. Ces cellules sont engagées dans les voies de
différenciation mais gardent la capacité de s’auto-renouveler. En effet, les cellules souches
multipotentes ne sont pas totalement immatures, elles sont dites « déterminées » pour donner
différents types de cellules différenciées et fonctionnelles. Leur plasticité est donc plus limitée
que celle des cellules souches embryonnaires. Elles sont capables de conduire a plusieurs
types cellulaires, au moins quatre (Young 2004), mais sont déja engagées dans un programme
de différenciation tissulaire spécifique. C’est le cas des cellules souches hématopoiétiques de

la moelle osseuse qui peuvent générer toutes les cellules de la lignée sanguine (globules
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rouges, polynucléaires, lymphocytes T ou B, macrophages) mais qui ne peuvent se

différencier naturellement en cellules nerveuses par exemple (Smith 2006).

2. Les cellules souches faetales

Les cellules souches multipotentes peuvent étre extraites du tissu feetal, recueilli apres
interruption de grossesse. Ainsi, des cellules souches neurales peuvent étre isolées a partir du
tissu neural feetal puis les multiplier en culture, bien qu'elles aient une durée de vie limitée.
D’autre part des cellules germinales primitives pluripotentes peuvent étre obtenues a partir
des feetus avortés. En 1998, John Gearhart a 1'Hopital John Hopkins de Baltimore (Etats-Unis)
a obtenu des cellules germinales embryonnaires pluripotentes (cellules GE) isolées a partir
des cellules destinées a produire les gonades (ovaire ou testicule), cellules germinales
primitives du feetus de 5 @ 9 semaines ayant fait I'objet d'un avortement thérapeutique, avec
l'accord des parents (Smith 2006).

Le prélevement de cellules souches sur des feetus issus d'avortements souléve lui aussi
des problémes éthiques et 1égaux. En effet I’isolement et la culture de cellules GE semblent
plus difficiles et moins reproductibles que ceux des CSE. De plus, elles présentent une forte
tendance a la différenciation spontanée (Turnpenny 2003). Cependant, méme si leur
utilisation en médecine régénérative semble prometteuse, elle pose, au méme titre que les

cellules souches embryonnaires, de nombreux problémes.

3. Les cellules souches hématopoiétiques

Toutes les cellules du sang dérivent d’un type cellulaire appelé cellule souche
hématopoiétique (CSH).

L’étude des CSH est difficile, en raison de leur rareté, mais aussi parce qu’elles sont
difficiles a cultiver in vitro. 1l en résulte que peu d’informations sont disposées sur la fagon
dont leur prolifération et leur différenciation sont régulées. En raison de leur capacité a s’ auto-
renouveler, les CSH sont maintenues a des niveaux stables tout au long de la vie adulte.

La différenciation des CSH a lieu dans la moelle osseuse qui devient le site majeur de
I’hématopoiese. Les CSH sont trés peu nombreuses; elles ne représentent qu’un tres faible
pourcentage des cellules médullaires (de 0,01 a 0,05 %) (Dexter 1987). Ces cellules peuvent
conduire a des globules rouges, des plaquettes, des lymphocytes T ou B et a des macrophages

(Larsson 2005) (Figure 3).
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Figure 3: Exemple du lignage cellulaire des Cellules Souches Hématopoiétiques (Metcalf
2007).
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4, Les cellules souches adultes

Par opposition aux cellules souches pluripotentes qui peuvent conduire a 1’ensemble
des tissus qui constituent un organisme, il existe dans ’organisme différentes sources de
cellules souches permettant de renouveler ou de réparer des tissus agés ou endommagés : ce
sont les cellules souches multipotentes. Elles se trouvent dans la plupart des tissus du corps
humain, comme pancréas, tissus adipeux, placenta et muscle squelettique (Crisan 2008), mais
sont particulierement nombreuses dans la moelle osseuse et le cordon ombilical (Lee 2004;
Jeong 2005; Prat-Vidal 2007). Parmi ces cellules, par exemple : les cellules de la créte
neurale qui peuvent notamment se différencier en mélanocytes, en neurones et en cellules
gliales du systéme nerveux périphérique (Knecht 2002). Il est important de souligner que des
cellules souches adultes ont également pu étre isolées a partir de la cornée (Yoshida 2006), de
la rétine (Tropepe 2000), du foie (Walkup 2006), de la pulpe dentaire (Gronthos 2000), du
rein (Sagrinati 2008), et du cceur (Beltrami 2003; Barile 2007).

Les études pré-cliniques ou cliniques utilisant la greffe de cellules souches adultes sont
de plus en plus fréquentes, du fait que 1’utilisation des cellules souches embryonnaires est tres
délicate d’un point de vue éthique mais aussi du fait de leur pouvoir tumorigéne et
immunogene. En effet, méme si leur capacité de différenciation est plus restreinte par rapport
aux cellules souches embryonnaires, les cellules souches adultes présentent de nombreux
avantages : elles peuvent provenir du patient lui-méme évitant ainsi les rejets d’ordre
immunologique (greffe autologue, greffon contre I’hote ou GvHD), leur utilisation génére

moins de problémes éthiques et elles ont déja donné de nombreux résultats trés concluants.
+ Cellules souches adultes et homéostasie tissulaire

Trois mécanismes permettent de conserver I’homéostasie d’un tissu : la prolifération,
la différenciation et la migration cellulaires. Ces processus cellulaires maintiennent 1’intégrité
physiologique des tissus, assurent le remplacement des cellules mortes par apoptose («
naturellement ») ou par nécrose (apres une lésion) et préservent ainsi la fonction de 1’organe.
Cependant il faut distinguer deux types de tissus :

» Les tissus a renouvellement rapide. En effet, dans 1’organisme il existe
plusieurs tissus a renouvellement rapide, il s’agit des épithélia (comme
I’épithélium de la peau ou de I’intestin) et du tissu sanguin. La présence de ces
tissus, renouvelés trés fréquemment (1 a 2 mois), fournit la preuve de

I’existence de cellules souches « actives » qui fonctionnent en permanence
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pour renouveler I’ensemble des cellules résidentes mortes au cours de la vie
d’un individu.

> Les tissus quiescents a renouvellement lent : tels que les muscles ou le foie, des
cellules souches de « réserve » sont également présentes mais elles ne

s’activent que lors de lésions tissulaires.

5. Les cellules progénitrices multipotentes adultes (MAPCs)

Les MAPCs appartiennent a la famille des cellules souches mésenchymateuse (CSM)
et sont cultivés a partir de la moelle osseuse (Jiang and Jahagirdar 2002; Aggarwal 2005;
Mays 2007). En 2002, le groupe Verfaillie décrit les cellules progénitrices adultes
multipotentes appelés (MAPCs) qui pourraient proliférer sans sénescence et pourraient, au
niveau de la cellule, se différencier in vitro en différentes lignées cellulaire (Jiang and
Jahagirdar 2002). Méme si ces cellules possédent des propriétés identiques aux CSM de la
moelle osseuse comme 1’adhérence au plastique au cours de ’expansion, des différences
existent également : (i) peuvent étre élargis plus longtemps que les CSM de la moelle osseuse,
(i1) se différencier in vitro non seulement en types de cellules mésenchymateuses, mais
également en cellules endothéliales (Reyes 2002; Schwartz 2002; Qi 2003; Aranguren 2007).
Cependant il a été¢ démontré également que les propriétés phénotypiques et fonctionnelles,
ainsi que le profil d’expression des genes exprimés est en partie influencé par les
changemenst des conditions de culture (Roobrouck 2011).

Elles partagent des fonctions immunosuppressives avec les CSM (Aggarwal 2005), et
sont capable d’inhiber la prolifération des cellules T in vitro et d’améliorer la réaction du
greffon contre 1’hote (GvHD) dans des modeles animaux de petite taille (Highfill 2009). Chez
I’homme, les premiers essais cliniques avec MAPCs ont été déja lancés pour traiter la maladie
de Crohn et de GvHD (Van Bokkelen 2011). En outre, elles possédent des propriétés
régénératrices, en contribuant a la régénération des vaisseaux dans les modeles d’ischémie du
membre (Aranguren 2010), ’amélioration de la fonction cardiaque aprés un infractus du
myocarde (Dimomeletis 2010), et de contribuer a la régénération du foie 1ésé par leur capacité

a se différencier en cellules hépatocytaires (Schwartz 2002).

6. Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) posseédent une multi-potentialité et des
propriétés de régulation immunologique et inflammatoire. La thérapie cellulaire basée sur leur

greffe semble une approche particulierement prometteuse a 1’heure actuelle, car ces cellules
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peuvent conduire a des adipocytes, des ostéoblastes, des chondrocytes, des cellules
musculaires lisses ainsi qu’a des cellules endothéliales (Delorme 2008; Kaltz 2008; Delorme

2009).

IL Cellules souches mésenchymateuses

A. Propriétés biologiques

L’utilisation des cellules souches mésenchymateuses en thérapie cellulaire semble due
a différents mécanismes : la transdifférenciation, la fusion cellulaire, la stimulation de
I’angiogenese, la sécrétion de cytokine ou de facteurs de croissance bénéfiques, la stimulation
de la prolifération des cellules souches endogenes, I’inhibition de I’apoptose, et 1’effet
immunomodulateur.

La différenciation, c’est la capacité de ces cellules de se différencier en plusieurs types
cellulaires. Plusieurs études ont montrées que les CSM acquiérent une morphologie et
changent de phénotype et expriment de nombreux marqueurs spécifiques selon les conditions
environnementales dans lesquelles elles se trouvent. Il a été observé des différenciations en
cardiomyocytes (Antonitsis 2007), neurones (Mareschi 2006; Khoo 2008), cellules
pancréatiques (Chen 2004) hépatocytes (Shu 2004; Ishii 2008), cellules tubulaires rénales

(Imasawa 2001; Kale 2003) et cellules musculaire squelettiques ou lisses (Westerweel 2008).

1. Tissu de soutien ou niche des cellules

Elle est composée des constituants cellulaires du micro-environnement qui entoure les
cellules souches ainsi que des signaux solubles émanant de ces cellules. Chaque niche est tres
spécifique du lignage cellulaire.

Malgré de leur grande diversité, il est possible de dégager les caractéristiques

communes d’une niche (Li 2005) :

* La niche a un réle de support physique et nutritif.

* Elle est constituée par un groupe de cellules qui possedent une composition variable
d’un tissu a I’autre, dont le role est le maintien des cellules souches.

* Chez les invertébrés comme chez les vertébrés, la niche possede une structure
asymétrique.

* Elle sécrete des facteurs extrinseques dont certains se trouvent chez tous les

mammiféres comme BMP (bone morphogenic protein) et WNT qui contrdlent le devenir des
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cellules souches et leur nombre. Les cellules souches sont ainsi régulées a la fois par un
programme intrinséque et a la fois par des facteurs extrinseques provenant de la niche. Les
programmes intrinséques controlant 1’auto-renouvellement et la différenciation des cellules
souches sont treés variés (Morrison 2008).

A la suite d’une division, une cellule est maintenue dans la niche et devient une
cellule souche (auto-renouvellement) tandis que 1’autre cellule quitte la niche, prolifere et
s’engage dans une voie de différenciation. La niche semble avoir un réle dans le maintien de
la vitalité¢ des cellules souches ainsi dans le vieillissement de 1’organisme. Il est aussi a noter
que certaines cellules souches peuvent migrer d’une niche a D’autre ou se localiser
provisoirement dans des niches dites facultatives (Morrison 2008).

La notion de niche est largement confirmée et peut étre appliquée a la plupart des
cellules souches. Les cellules souches hématopoiétiques de la moelle osseuse constituent la
population de cellules souches la mieux caractérisée. La transplantation des cellules souches
hématopoiétique et les cellules progénitrices est utilisée dans le traitement de diverses
tumeurs malignes (Thomas 2000; Bornhauser 2005). Pour améliorer le résultat clinique de la
transplantation, de nombreux groupes travaillent sur I’expansion ex vivo de ces cellules, en
particulier dans les cas ou la taille de greffe est limitée (Sorrentino 2004). Plusieurs stratégies
ont été développées pour élargir ces cellules in vitro en utilisant des cytokines (Heike 2002) et
des cellules souches mésenchymateuses (CSM) (Burger 2003; Freund 2006; Gottschling
2007; Wagner 2007; Alakel 2009). Dans la moelle osseuse (in vivo), elles interagissent avec
un micro-environnement spécifique, appelé « niche de cellules souches » qui réglemente la
prolifération, la différenciation et I’auto-renouvellement des cellules souches. Ces niches sont
considérées comme des régions hypoxiques, condition qui modifie de nombreuses propriétés
biologiques et peut étre leur potentiel immunologique, dans lesquelles seules les cellules
nécessitant moins d’oxygene sont capables de survivre. D’autre part, les CSM sont les
précurseurs des différentes populations stromales spécialisées qui interagissent avec les
cellules immunitaires matures dans la moelle osseuse (Tokoyoda 2010).

En outre, la concentration en oxygéne dans la moelle osseuse des sujets sains est
inférieure a celle dans le sang périphérique (Harrison 2002). En effet les CSM peuvent étre
reconnues griace a leurs marqueurs membranaires. Actuellement différents marqueurs non
spécifiques sont testés comme le CD271, CD49a, CD73, CD146, CD140a pour isoler les
CSM et leurs sous-populations et vérifier leur potentiel immunologique (Charbord 2011).
Récemment, les cellules souches hématopoiétiques et les cellules progénitrices ont été

signalés a étre principalement dans une niche sinusoidale hypoxique (Parmar 2007; Kubota
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2008). Plusieurs études in vitro ont révélé que I’hypoxie facilite le maintien de ces cellules
(Shima 2009; Eliasson 2010).

La niche ou le microenvironnement physiologique joue un rdle crucial dans le
maintien des propriétés des cellules souches, ou la concentration d’oxygene est un élément
important dans la composition de cette niche. La faible tension d’oxygeéne ou I’hypoxie est
répandue dans le microenvironnement des cellules souches embryonnaire et dans de
nombreuses cellules souches adultes a des stades précoces du développement (Nekanti 2010).
A un stade précoce, les embryons de mammiferes se développent dans un environnement a
faible concentration d’O, (Hypoxie). Cependant, les cellules hES sont généralement cultivées
dans une atmosphére de 21% d’0O, (Normoxie), ou elles tendent a se différencier
spontanément. Cette condition peut ne pas étre la plus appropriée pour la propagation de ces
cellules. Par conséquent, en 2005, d’aprés 1’équipe Ezashi ef al., la capacité de la prolifération
des cellules hES sous les deux conditions hypoxie et normoxie était comparable, et que la
culture des cellules en hypoxie peut réduire la différenciation cellulaire spontanée qui se
produit dans les colonies hES. En outre, la croissance de cellules hES sous hypoxie fournit
une meilleure formation de corps embryoides. La culture en conditions hypoxiques semble
étre nécessaire pour maintenir la pluripotence compléte de ces cellules (Ezashi 2005). De
méme 1’équipe Nékanti et al., a montré qu’en hypoxie les cellules souche mésenchymateuses
de la Gelée de Wharton possedent une meilleure prolifération tout en gardant leur potentiel de

différenciation en lignées multiple et I’expression des marqueurs de surface (Nekanti 2010).

Cadherins ® < Signaling Molecules
Integrins Surface Receptors

Figure 4: Mod¢le de la niche des CSM (Kolf 2007).
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(DC = Cellule différenciée, [O, = Concentration de I’'Oxygene associée aux CSM, BV = Vaisseaux Sanguin,
ECM = Matrice Extra-Cellulaire.).

2. Propriétés immunologiques

A ce jour, I’efficacité de I’injection de CSM dans différents modeles de 1ésions
tissulaires chez I’animal (Iésions myocardiques, musculaires, articulaires ou neuronales),
serait essentiellement due a un effet paracrine au cours duquel les CSM produiraient apres
quelques jours des molécules anti-inflammatoires et immunosuppressives favorisant la
régénération du tissu de 1’hote (Lee 2009). En effet, c’est dans la maladie aigué du greffon
contre I’héte (GvHD) que les CSM ont fait la preuve de principe de leur efficacité clinique en
matiere d’immunosuppression. La GvHD se caractérise par une destruction des tissus du
receveur reconnus comme étrangers par les cellules immunitaires présentes dans le greffon.
Une étude publiée chez 55 patients atteints de GVHD sévére corticorésistante et traités par une
ou plusieurs injections de CSM fait état d’un taux exceptionnel de réponses complétes
atteignant 43% chez I’adulte et 68% chez I’enfant. Le taux de survie a 2 ans atteignait méme
52% contre 10% attendus avec les autres thérapeutiques disponibles (Le Blanc 2008). Sachant
que D’efficacité immunosuppressive des CSM en thérapeutique ne fait aucun doute, ceci
conduit outre le traitement de la GvHD, a la réalisation de premiers essais cliniques
prometteurs dans le lupus érythémateux disséminé sévere et corticorésistant (Sun 2010).

De plus, in vitro ces cellules ont été déja appliquées dans les études préclinique et
cliniques, afin de traiter avec succeés des maladies telle que le diabéte de type I (Vojtassak
2006), sclérose en plaque (Christopeit 2008; Guiducci 2010), Cirrhose du foie (Kharaziha
2009), et la maladie de Crohn (Garcia-Olmo 2005; Duijvestein 2010). Ces études démontrent
le potentiel clinique important des cellules souches mésenchymateuses.

Les caractéristiques les plus importants cliniquement applicable des cellules souches
mésenchymateuses dépendent de leur facilité a proliférer dans la culture et de leur capacité
immunosuppressive. Les CSM peuvent étre trés immunosuppressives et ont été trouvées a
supprimer la prolifération des cellules T et la production des cytokines (Rasmusson 2005;
Sato 2007). La protéine HLA-G (Antigene Humaine Leucocytaire), qui est une molécule non
classique d’HLA classe I a été aussi considérée ayant un effet immunosuppressif sur les CSM
(Selmani 2009). D’autres études ont démontré diversement que des médiateurs comme 1’IL-
10 (Batten 2006), TGF-B (Groh 2005), NO (Sato 2007), IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase)
(Meisel 2004), facteur de nécrose tumorale (TNF) (Lee 2009) et de la prostanglandine (PG)
E2 (Aggarwal 2005) sont responsables de la capacité¢ immunosuppressive des CSM. L’effet
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immunosuppresseur des CSM dépend de I’interféron-gamma (IFN) en présence d’une autre

co-cytokine : TNFa, IL-1a ou I’'IL 18 (Ren 2009).

3. Migration

Les CSM de la moelle osseuse et du placenta ont une plus grande capacité¢ de
migration que celles du cordon ombilical. Cette capacité¢ semble étre réglée par une
expression accrue de la cathepsine B, cathepsine D, prohibitine et une diminution de
I’expression du PAI-1 (plasminoggen activator inhibitor-1) et la superoxyde dismutase

manganese (Li 2009).

B. Caractérisation des cellules souches mésenchymateuses

1. Adhérence in vitro

Généralement, les CSM sont isolées en utilisant leur adhérence sélective, sur des
surfaces plastique (Rickard 1996; Kassem 2004). Bien que leur capacité d’y adhérer ait été
exploitée pour définir ces cellules (Castro-Malaspina 1980), ceci a été contesté en 1999 par
Phinney (Phinney 1999), qui ont montré que les progéniteurs pré-cellules B et les précurseurs
monocytiques/granulocytiques adhérent aussi au plastique dans les cultures de cellules de la
moelle de rongeur. De méme, les macrophages, les lymphocytes et les cellules musculaires
lisses (CML) adhérent au plastique et contaminent les préparations de moelle osseuse (Deans
2000; Oswald 2004). Cependant, si les CSM sont cultivées dans un milieu nutritif standard
avec 10% de sérum de veau feetal, alors les cellules différenciées du microenvironnement
médullaire, telles que les ostéoblastes, les adipocytes ou les CE, ne proliférent pas ce qui évite

leur contamination (Galmiche 1993; Digirolamo 1999; Colter 2000).

2. Relative facilité d’isolement et d’expansion in vitro a travers plusieurs
générations en conservant leur capacité a se différencier

Les CSM de la moelle osseuse sont 10 fois moins abondantes que les CSH, mais
possedent un pouvoir d’amplification rapide en culture (Bianco 2001). Cependant, les cellules
ont un potentiel variable d’expansion en fonction de 1’d4ge du donneur, de sa condition

physique et des techniques de prélevement (Colter 2000).

3. Réservoirs de cytokines et soutien de 'hématopoiéese

Des études récentes sur la thérapie cellulaire indiquent que la majorité des effets
bénéfiques observés apres la greffe de CSM dans les tissus 1ésés est due a leur importante

activité paracrine. Les CSM sont de véritables réservoirs a cytokine, chimokines et facteurs de
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croissance ayant des roles variables sur les tissus et les organes (Caplan 2006). L’¢tude du
transcriptome des CSM a montré que ces cellules expriment les ARNm de plusieurs cytokines
telles que les interleukines (IL-6, IL-7, IL-8, IL-11, 1l-12, IL-14, IL-15), le monocyte-colony
stimulating factor (M-CSF), le Leukemia Inhibitory Factor (LIF), le Flt-3 Ligand (Fms-like
Tyrosine kinase 3), le stem cell factor (SCF), le Granulocyte Monocyte- Colony Stimulating
Factor (GM-CSF) et le Granulocyte-Colony Stimulating Factor (G-CSF). En revanche 1’étude
des ARNm des CSM a révélé que ces cellules n’exprimaient pas les ARNm correspondant a

I’IL-2, PIL-3, I’IL-4, et I’IL-13 (Kim 2005).

4. Phénotype

L’identification des molécules de la membrane cellulaire qui caractérisent et

distinguent les différents types de cellules est d’une importance biologique (voir annexe). Ces
molécules sont essentielles pour une gamme de propriétés fonctionnelles, y compris la
signalisation cellulaire, [’activation du récepteur, et [’adhésion cellulaire. Parmi ces
marqueurs :
CD29 (intégrine B1) impliqué dans la migration des cellules souches mésenchymateuse
(Margadant 2011); le récepteur CD44 (récepteur hyaluonane) (Zhu 2006) ; les protéines
ancrées a glycosylphosphatidylinositil (GPI) : le CD73 (ecto-5-nucléotidase) et CD90 (Thy-
1), les molécules de transduction du signal dans le systéme immunitaire humain et les
médiateurs des interactions cellule-cellule et cellule-matrice (Hunsucker 2005; Barker 2009) ;
CD105 (endogline), une intégrine et une molécule de fixation de TGF- (Eliceiri 2001; Duff
2003) et les molécules d’adhésion CD106 (VCAM-1) et CD166 (Chamberlain 2007).

5. Multipotence / Différenciation

La multipotentialit¢ des CSM se base sur la capacité de se différencier sous certaines
conditions en plusieurs tissus mésenchymateux : 1’os (Aslan 2006), le cartilage (Johnstone
1998), le muscle (Rogers 1995), les cardiomyocytes et le tissu endothélial (Oswald 2004), le
ligament et le tendon (Young 1998).

Jusqu’a présent, les cellules souches chez 1’adulte n’étaient pas réellement concidérées
comme étant pluripotentes c'est-a-dire qu’elles n’étaient capables de ne donner que des
cellules d’un méme lignage cellulaire. La plasticité des cellules souches adultes est leur
capacité a générer un type cellulaire spécialisé d’un autre tissu. Ce phénomene est appelé
plasticité ou transdifférenciation. Cela revient a dire que les cellules souches adultes ne sont
pas pluripotentes stricto sensu mais qu’elles peuvent, par différents mécanismes, se comporter
comme tel (Ulloa-Montoya 2005). Les mécanismes exactes de la plasticité des cellules

45



ETAT DE LART

souches adultes sont encore mal précisés et restent sujet a controverse. Les premieres études
sur le sujet, ont été réalisées par Lakshmipathy et Verfaillie (2005), mais ces travaux sur la
souris n’ont pas pu étre reproduits sur d’autres modeles animaux (Lakshmipathy 2005). Enfin
la transdifférenciation peut également se manifester par un mécanisme de fusion cellule-

cellule.

+ Transdifférenciation
La différenciation en cardiomyocytes se fait par le traitement des CSM avec un agent
déméthylant ’ADN, la 5-azacytidine. En effet, aprés 15 jours de traitement, les CSM
acquierent une morphologie de myotube, changent de phénotype et expriment de nombreux
marqueurs spécifiques des cardiomyocytes comme la connexine 4, la desmine ou la myosine
(Antonitsis 2007). Lors de co-culture de CSM avec des cardiomyocytes (Wang 2006; Li
2007; Antonitsis 2008), des résultats pareils ont pu étre observés. Aussitot, des études in vivo
montrent que les CSM ont la capacité¢ de se transdifférencier en neurones (Priller 2001),
cellules épithéliales du foie, du tractus intestinal ou de la peau (Krause 2001). D’autres études
révélent qu'une semaine apres injection de ces cellules dans un cceur ischémie, une petite
proportion des CSM survivantes acquiert une morphologie proche de celle des
cardiomyocytes résidents et exprime des marqueurs cardiaques comme la troponine-T, 1’a-

actine et la desmine (Shake 2002; Toma 2002).

+ Fusion celullaire

In vitro, les CSM posseédent un large potentiel de différenciation qui peut étre rapporté a
des mécanismes de fusion cellulaire. En effet, les CSM peuvent fusionner avec des
hépatocytes, des neurones du réseau de Purkinje et des cardiomyocytes, entrainant de ce fait

la formation de cellules multi-nucléés (Alvarez-Dolado 2003).

C. Origine tissulaire de cellules souches mésenchymateuses

C’est en 1976, que pour la premicre fois, des cellules souches mésenchymateuses ont
¢été 1solées a partir de la moelle osseuse (MO) (Friedenstein 1976). Les CSM sont présentes
dans divers tissus de I’organisme adulte (Pountos 2005). La découverte des capacités de
différenciation ostéoblastique, chondrocytaire et adipocytaire de cette population adhérente au
plastique, et capable d’autorenouvellement ont ensuite conduit Arnold Caplan a proposer en
1991 la dénomination de « cellules souches mésenchymateuses » (CSM). Les autres termes
tels que CFU-F (Colony Forming Units-Fibroblast) ou "mesenchymal progrenitor stroma
cells" sont eux utilisés suivant la technique par laquelle elles sont isolées et mises en culture

(Caplan 2001). Les CSM ont été également isolées a partir de divers tissus incluant le
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cartilage (Alsalameh 2004), le périoste (Cuevas 2004), la membrane synoviale (De Bari
2001), le liquide synovial (Jones 2004), les muscles (Young 2001) et les tendons
(Salingcarnboriboon 2003). Il a été également mis en évidence que le tissu feetal (Hu 2003), le
placenta, la veine ombilicale (Romanov 2003), la gelée de Wharton du cordon ombilical
(Wang 2004), et le systéme vasculaire (Abedin 2004) contiennent des CSM. Le tissu adipeux
pourrait servir d’excellente source de CSM du fait de la quantité présente dans I’organisme
humain et de la disponibilité de déchets opératoires li€s a la chirurgie (Dicker 2005).

Afin de faciliter 1’étude de ces populations cellulaires, la Société internationale de
thérapie cellulaire (ISCT) a proposé en 2006 de regrouper des populations cellulaires de
phénotypes suffisamment proches sous une appellation unique (Dominici 2006). Cette
dénomination s’applique a toute population de cellules remplissant trois critéres :

1. ’adhérence au plastique de culture.

2. un phénotype membranaire commun déterminé par cytométrie en flux (Tableau II).

3. la capacité a se différencier in vitro en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes
(Figure 5).

Tableau II: Marqueurs des CSM humaines de la moelle osseuse (Pontikoglou 2011).

Marqueur Propriété MSC en culture MSC natifs
Stro-1 Antigéne inconnu + +
GD2 Ganglioside + +
SSEA4 Stage-specific embryonic antigen v +
CD29 Intégrine 1 (VLA-) +

CD44 Récepteur d'acide hyaluronique (Pgp-1) +

CD49a Intégrine a1 + +
CD4%b Intégrine a2 +

CD49c Intégrine a3 +

CD49%e Intégrine a5 +

CD51 Intégrine aV +

CD73 Ecto-5-endonucléase + +
CD9%0 Thy-1 + +
CD105 Transforming growth factor-f receptor III (TGF-SRIII) + +
CD106 Vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1) + +
CD133 Prominin (AG133) - +
CD140b  Platelet-derived growth factor receptor-f (PDGF-Rf) + +
CD146 Melanoma-cell adhesion molecule (Mel-CAM) + +
CD166 Activated lymphocyte cell adhesion molecule (ALCAM) + +
CD200 0X-2 + +
CD271 Neural growth factor receptor (NGFR) - +
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Figure 5: Différenciation Multipotente des cellules souches mésenchymateuses provenant de
différentes sources (Zhang 2009).

CSM peuvent étre obtenues a partir de muscle squelettique, la moelle osseuse, les tendons, les tissus adipeux, le placenta, le
cordon ombilical et le sang du cordon ombilical. Elles ont le potentiel pour générer des lignées mésodermiques comme les
adipocytes, les ostéocytes et les chondrocytes, et peuvent aussi transdifférencier en cellules de certaines couches de lignées
germinales comme les cellules du muscle cardiaque, des cellules musculaires lisses, les cellules hépatiques, les cellules
neurales, les cellules endothéliales et les cellules pancréatiques.

A La moelle osseuse

Les cellules souches hématopoiétiques ont été les cellules les plus étudiées et les
mieux identifiées. Par suite, les chercheurs ont pu mettre en évidence de nouvelles cellules
souches : des cellules souches non hématopoiétiques de la moelle osseuse. Le stroma de la
moelle osseuse est une structure complexe richement vascularisée contenant des cellules
souches mésenchymateuses et une matrice extracellulaire support de I1’hématopoiese
(Mimeault 2006). Comme les cellules souches mésenchymateuses ne représentent que 0,001 a
0,01 % de la population totale des cellules nucléées de la MO, il est nécessaire de les purifier
avant leur utilisation. Ces CSM peuvent se multiplier in vitro en adhérant fortement au
support plastique de la culture, et possédent une durée de vie assez limitée in vitro (Herzog
2003). Cette courte durée de vie semble étre due soit a une sénescence progressive par
manque d’activité télomérase soit a un engagement précoce dans les lignages de cellules
différenciées (Ulloa-Montoya 2005). Ces CSM sont physiologiquement des cellules
quiescentes avec un faible taux de renouvellement in vivo (Asahara 2000) et sont présentes

en trés faible nombre dans la moelle, soit 10 fois moins que les CSH (Liao 2007).

B. Le tissu adipeux
Le tissu adipeux est abondant et peut étre facilement prélevé chez un patient par une

méthode simple et peu invasive, sans préoccupation d’ordre éthique ou des problémes de rejet
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d’autogreffe. Ces cellules possedent un taux de prolifération ¢élevé lors de I’expansion in vitro
avec une capacité de différenciation multiple (Yoshimura 2007; Bunnell 2008; Jurgens 2008).
Ces cellules sont équivalentes a des CSM qui se trouvent dans la moelle osseuse mais qui
prennent le nom de cellules stromales dérivées du tissu adipeux. Elles sont multipotentes et
leur isolement se fait par adhérence au plastique en culture in vivo. Elles sont trés facilement
cultivables (1x10° cellules a partir d’une Souris et de 20 mL de lipoaspiration chez un
Homme) (Nakagami 2006). Les marqueurs hématopoiétiques, leucocytaires et endothéliaux
tels que CD31, CD34, CD45 et le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe 11
(HLA-DR) se sont révélés négatifs. Ces cellules sont aptes pour les procédures d’allogreffes
(Aust 2004). Elles n’ont montré aucune différence significative entre les différents passages,
ce qui indique que les cellules peuvent étre amplifiées de fagon stable in vitro pour plusieurs
passages (Akino 2003). Elles peuvent se différencier en ostéoblastes, adipocytes et
endothéliums qui sont typiques caractéristiques de cellules souches mésenchymateuses (Yang
2011). Elles semblent également avoir la capacité de se différencier en myocytes cardiaques,
tout comme les cellules de la MO. De plus elles prolifeérent plus rapidement en culture que les
cellules de la MO (multiplication par 10 en 1 semaine) (Nakagami 2006). Il semblerait

¢galement qu’elles soient capables de se différencier en neurones (Taupin 2006).

C. Le sang placentaire

En 1974 S. Knudtzon a montré la présence de cellules progénitrices hématopoiétiques
dans le sang du cordon ombilical humain (Knudtzon 1974). Dix ans plus tard, M.Ogawa et
collégues (Nakahata 1982; Leary 1987) rapporterent la présence de cellules progénitrices
hématopoiétiques primitives dans ce méme sang de cordon. Depuis, le sang de cordon
ombilical a été reconnu comme une riche source de cellules hématopoiétiques primitives,
souches et progénitrices. Sachant que le sang de cordon ombilical contenait des cellules
capables de reproduire I'hématopoiése in vitro et que ces cellules pouvaient étre
cryoconservées (Knudtzon 1974; Fauser 1978; Prindull 1978; Broxmeyer 1989), a ouvert la
voie a leur utilisation clinique. Cette richesse du sang de cordon en cellules souches
hématopoiétiques permet I’utilisation de ces cellules pour le traitement des maladies
hématologiques. En dehors des applications dans le domaine des maladies hématologiques,
I’efficacité thérapeutique des cellules souches du sang de cordon n’a pas été démontrée
jusqu’a présent par des essais cliniques. La difficulté vient de ce que les autres cellules non
hématopoiétiques du sang du cordon sont rares et leur présence n'est pas détectée dans tous

les sangs de cordon. Ainsi, plusieurs études la difficulté d’obtenir des CSM d’un sang de
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cordon (Lataillade 2007; Han 2009). Biebek et al., ont montré que dans les conditions
optimales le taux de succeés maximal d’isolement des CSM de sang du cordon ne dépassait pas
les 69% (Bieback 2004). La matrice extracellulaire du cordon appelée gelée de Wharton a

attiré ’attention des chercheurs vu sa richesse en CS potentiellement utiles (Mitchell 2003).

D. Le cordon ombilical et la gelée de Wharton

Le cordon ombilical contient essentiellement des cellules souches tissulaires appelées
cellules souches mésenchymateuses. On les trouve essentiellement dans ce que I’on appelle la
gelée de Wharton, une source riche en cellules souches. Pendant la grossesse, le cordon
ombilical est une sorte de tige gélatineuse, arrondie, blanchatre et luisante qui unit le bébé au
placenta dans le ventre de la mére et est habituellement jeté aprés 1’accouchement. Il
commence a se former environ cinq semaines apres la conception. Sa longueur moyenne est
d’environ 60 cm, avec une épaisseur d’environ 1,5 cm. Il est formé en grande partie par les
cellules de I’amnios, une des membranes qui recouvrent le feetus.

+ Le cordon posséde une veine et deux artéres. La veine apporte au bébé de la nourriture
et de I’oxygene prélevés et transformés par le placenta dans le sang maternel. Les deux
arteres emportent les déchets (gaz carbonique, urée, etc.) jusqu'au placenta qui les
déverse dans la circulation sanguine maternelle.

4+ Le cordon est élastique ; il est trés difficile de le comprimer et les transports sanguins
ne risquent pas d’étre perturbés. Il est souple, ce qui permet au bébé de faire tous les
mouvements possibles dans I’espace restreint qui 1’entoure.

+ Ce cordon, est considéré juridiquement avec le placenta comme un déchet opératoire.

4

Veine du cordon
y
4

W .
/ olf Arteres du cordon

v
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=

Figure 6: Shéma d’un cordon ombilical humain
Le cordon ombilical contient deux arteres (en bleu) et une veine (en rouge). La matrice ombilicale est appelée
gelée de Wharton qui est riche en collagene.
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La gelée de Wharton tient son nom de son découvreur, Thomas Wharton. C’est un
tissu conjonctif dérivant du mésoblaste extra-embryonnaire, élastique, avasculaire, fortement
hydraté. Son degré d’hydratation dépend de 1’osmolarité du liquide amniotique. Son role est
d'envelopper et de protéger les vaisseaux ombilicaux d’éventuelles pressions. Cette substance
est riche en polysaccharides et comporte un peu de collagéne. Elle contient des
myofibroblastes et des mastocytes, plus nombreux autour des vaisseaux, et quelques
macrophages. On peut supposer qu’ils ont un role dans la régulation du débit ombilical du fait

de leurs propriétés contractiles.

III. Intérét des cellules souches mésenchymateuses de la gelée de Wharton en
médecine régénératrice

A. Définition

Les CSM portent de grands espoirs pour l'ingénierie tissulaire et la médecine
régénérative ou la restauration des tissus 1ésés semble Eétre un défi passionnant dans ce
domaine. Plusieurs sources de cellules souches mésenchymateuses sont disponibles, mais
quels sont les critéres essentiels de sélection pour le meilleur candidat? Idéalement, les
cellules doivent satisfaire a plusieurs pré-requis : étre pluripotentes ou multipotentes, ne pas
générer de morbidité pour le donneur, et étre issues d’une source facilement accessible sans
problémes éthiques associés, €tre immunocompatibles et présenter une grande capacité
d’expansion in vitro sur plusieurs passages, avec un colt de production raisonnable. Les
CSM de moelle osseuse ne répondent pas a tous ces criteres ni les cellules souches
embryonnaires. En fait, ces derniéres possédent un grand potentiel pour restaurer les tissus
1ésés en raison de leur capacité d’auto-renouvellement et de différenciation pluripotente, mais
leur utilisation est limitée du fait des problemes ¢thiques qu’elles soulévent et du fait de leur
immunogénicité. De plus ces cellules peuvent former des tératomes aprés la transplantation
dans le corps (Blum 2008). Aujourd’hui les CSM sont encore considérées comme « gold
standard », mais présentent plusieurs inconvénients. Outre la procédure invasive et la collecte
douloureuse, la fréquence des CSM isolées de la moelle osseuse est tres basse (environ 0,001
a 0,01%) (Castro-Malaspina 1980), et leur qualité varie en fonction de I’age du donneur. Cette
faible fréquence implique qu’une expansion importante in vitro de ces cellules sera nécessaire
pour administrer des doses cliniques a un patient, ce qui accroit le risque de dommages
épigénétiques. Leur capacité de prolifération et leur potentiel de différenciation diminuant

significativement avec 1'age (Mueller 2001; Kretlow 2008).
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Toutefois, une nouvelle source prometteuse, les CSM issues de la gelée de Wharton du
cordon ombilical (WJ-MSC) a attiré de plus en plus I’attention des chercheurs. Ces cellules
sont en train d’apparaitre dans l'ingénierie tissulaire et semblent répondre a des criteres
importants. Elles sont facilement accessibles sans préoccupation d’ordre éthique, le cordon
ombilical étant considéré comme un déchet opératoire. Cet organe est riche en cellules
stromales primitives présentant des caractéristiques typiques des CSM-MO, par exemple, leur
pouvoir d’adhérence au plastique, une morphologie fibroblastique et 1’expression de
marqueurs de surface typiques des CSM. De plus, exposées a des conditions appropriées, les
CSM du cordon ombilical peuvent se différencier in vitro en plusieurs lignées cellulaires
comme les chondrocytes, les ostéoblastes, adipocytes, cardiomyocytes (Wang 2004),
neurones (Mitchell 2003), pancréatiques (Chao 2008) ou les lignées d'hépatocytes (Kadner
2002; Mitchell 2003; Karahuseyinoglu 2007; Campard 2008; Chao 2008). En outre, WJ-MSC

ne semblent pas former des tératomes lorsqu'elles sont transplantées (Fong 2007).

1. Point communs et différences principales entre les cellules souches
mésenchymateuses de la moelle osseuse et de la gelée de Wharton

Les CSM dérivées de la MO et de la gelée de Wharton possédent plusieurs porpriétés
communes parmi lesquels la morphologie, les marqueurs de surfaces, la capacité d’auto-
renouvellement, la différenciation et leurs utilisations en thérapie allogénique et en ingénierie
tissulaire. Cependant des différences existent surtout au niveau de la capacité de prolifération
et le nombre de cellules extraites.

a. Point communs entre CSM de la moelle osseuse et de la gelée de
Wharton

Les cellules souches mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton et de la moelle
osseuse sont morphologiquement et immunologiquement semblables. Elles sont des cellules
capables d’auto-renouvellement et de différenciation en cellules des lignées ostéoblastiques,
chondrocytaires et adipocytaires. De méme, vue leur capacité immunosupressive, ces cellules
sont largement utilisées en thérapie allogénique et dans I’ingénierie tissulaire.

b. Différences principales entre CSM de la moelle osseuse et de la
gelée de Wharton

Par rapport a la moelle osseuse, la fréquence des cellules stromales est plus ¢élevée et
elles possedent un potentiel d'expansion plus important in vitro. Pratiquement parlant, la
récolte de ces cellules est beaucoup plus facile et moins coliteux. La viabilité des cellules ne

dépend pas de 1’age du donneur.
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Figure 7: Comparaison des propriétés des CSM de la moelle osseuse et de la gelée de Wharton (d’apres (Rouas-Freiss 1997; Stenderup

2003; Carlin 2006)).



ETAT DE LART

2. M¢éthode d’isolement des CSM de la gelée de Wharton
Actuellement, il n'existe pas de procédure d'exploitation standard pour l'isolement de
ces cellules. Diverses méthodes ont été utilisées et décrites pour isoler les cellules du tissu du
cordon ombilical. Fondamentalement, la procédure d'isolement commence par la suppression
des vaisseaux ombilicaux. Le cordon est alors réduit a de plus petits segments ou coupés en

petits morceaux qui sont ensuite traités :

a. Meéthode enzymatique

Cette méthode consiste a utiliser une enzyme (trypsine et/ou la collagénase) pour
extraire rapidement et avec un rendement ¢levé des CSM du cordon ombilical (Weiss 2006;
Karahuseyinoglu 2007). La plupart des études utilise la collagénase seule ou en association
avec différentes protéases afin d’accélérer la dégradation des protéines de la matrice
extracellulaire. Ainsi la collagénase est utilisée pour couper la triple hélice du collagéne. Une
fois coupée, d’autres protéases peut dégrader le collagéne dénaturé ce qui conduit a une
dégradation rapide des autre protéines de la matrice extracellulaire et finalement la libération
de ces cellules provenant du tissu ombilical (McCarthy 2011). Salehinejad et al., et
Karahuseinoglu ef al., ont utilisé la collagénase type B seule, sans 1’ajout d’autres protéases.
Leur méthode se base a laisser ces cellules incubées pendant 3 et 4 heures. Les rendements
obtenus étaient successivement de 9 x 10* et 2,6 x 10* cellules mononuclées par centimétre de
cordon (Karahuseyinoglu 2007; Salehinejad 2012). D’autres équipes ayant utilisées un panel
de protéases, surtout I’hyaluronidase et la trypsine, ont pu parvenir a extraire un nombre plus
élevé de cellules mononuclées. Le rendement des cellules étaient de ordre de 0,95 4 1 x 10°

cellules mononuclées par centimétre de cordon (Lu 2006; Tsagias 2011).

b. Diffusion a partir des implants

La méthode mécaniques (ou cultures des explants) permet d’obtenir les cellules
souches mésenchymateuses de la gelée de Wharton sans digestion enzymatique. Elle est basée
sur la spontanéité et la migration physique de ces cellules de leur matrice ombilicale (Majore
2009).

Récemment, Salehinejad et al., a montré que le type de méthode d’isolement utilisé
(culture des explants ou méthode enzymatique) peut affecter sur le nombre de cellule extraite
et sur la capacité de prolifération. Ainsi, avec la digestion enzymatique, la densité cellulaire
obtenue est plus ¢levée par rapport a la méthode des explants. Par contre, cette derniére,

permet d’avoir un taux de prolifération plus rapide, et une meilleure viabilité, due a 1’activité
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lytique et a la sensibilité des cellules a la collagénase (Salehinejad 2012). D’autre part,
Schugar et al., a montré que la méthode de digestion peut affecter le niveau d’expression des
marqueurs de surface en les limitant. Cette méme équipe, en utilisant la collagénase sur
I’ensemble du cordon a constaté une basse expression de CD146 (40-50%) qui est un
marqueur de surface des CSM. Inversement, la culture mécanique ou des explants a donné
une population de cellules riche en marqueur endothélial (CD146 100%) (Schugar 2009).
Pour isoler les cellules du tissu périvasculaire ou le sous-endothélium de la veine
ombilicale, d'autres méthodes ont été établies. Par exemple, aprés avoir coupé le cordon en
petits morceaux de 4 a 5 cm, tout d’abord 1’épithélium a été tiré sur toute la longueur du
cordon afin de le séparer de la gelée de Wharton. Ensuite chaque vaisseau (la veine et les
deux artéres) a part a été placé dans un tube contenant une solution de collagéne pendant 18 a
24 heures. Cette méthode permet d’extraire les cellules souches du cordon de différentes
partie et d’identifier I’expression de leur marqueur de surface dans chaque partie (Sarugaser
2005; Baksh 2007). Les protocoles peuvent étre modifiés pour cibler les cellules de la gelée
de Wharton ou d’autres zones spécifiques. Par exemple, Fong et al. a modifi¢ leur protocole
pour obtenir une population des cellules souches mésenchymateuse de la gelée de Wharton en
utilisant un procéd¢ de digestion enzymatique spécifique. Cette méthode consiste a une
centrifugation a 250g pendant 5 minutes avant 1’addition du collagéne. Apres 16 heures, les
cellules ont été traitées avec de la trypsine pendant 30 minutes a la température ambiante

(Wang 2004; Fong 2007).

3. Capacités Prolifératives des CSM de la gelée de Wharton

L’expansion des CSM de la gelée de Wharton peut atteindre sans perte d'activité
proliférative et de la viabilité pendant au moins 50 doublements de population. Apres environ
50 doublements de population les cellules entrent dans une phase de sénescence réplicative
(Moretti 2010). D’autres études révelent 18 doublements de population en trois mois (Jo
2008) et 25 au 9™ passage (Nekanti 2010).

Un potentiel prolifératif et une capacité d'expansion ¢€levés sont les caractéristiques
communes pour les cellules souches dérivées du cordon ombilical (Mitchell 2003; Weiss
2006; Baksh 2007; Chen 2009). En tant que source de cellules extra-embryonnaire, ces
cellules ont un taux de prolifération rapide avec un temps de doublement plus court que les
cellules souches adultes (Troyer 2008). Cependant, la qualité de ces cellules peut étre affectée
par la longueur du temps de culture et la densit¢ d’ensemencement de ces cellules (Majore

2011).
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4. Les marqueurs de surfaces des CSM de la gelée de Wharton

Les antigénes de surface SH2 (CD105), SH3 (CD73), et Thy-1 (CD90) sont largement
utilisés pour I’identification des CSM issues de la gelée de Wharton. Ces marqueurs sont
¢galement exprimés par les cellules hématopoiétiques et endothéliales, par conséquent, il est
nécessaire de bien exclure les cellules d’origine hématopoiétique ou endothéliale en étudiant
I’expression des marqueurs de surface comme CD34, CD45 ou CD31. Le récepteur CD44 est
¢galement un marqueur communément admis. En effet, chez les mammiféres, la matrice
extracellulaire du cordon ombilical est un tissu contenant une forte teneur d’acide
hyaluronique (Raio 2005).

Histologiquement, les cellules fraichement isolées a partir du cordon ombilical sont
principalement fibroblastique d'apparence. Toutefois, certains groupes ont remarqué des
changements dans la distribution du phénotype apres plusieurs passages (Karahuseyinoglu
2007; Majore 2009).

Les CSM du cordon ombilical représentent une population de cellules adhérentes qui
partagent un ensemble de marqueurs de surface avec les CSM adultes, y compris CD10,
CD13, CD29, CD44, CD49e, CD51, CD73/SH3, CD90 (Thy-1), CD105/SH2, CD106, le
CDI117, CD166 et HLA -1/HLA ABC, et sont négatifs pour les marqueurs hématopoiétiques
(par exemple, CD14, CD34, CD38, CD45 et HLA-DR) et endothéliaux (CD31 négatif).

En 2012, Salehinejadel el al., a constaté que la méthode d’extraction (explants ou
enzymatique) a un impact sur ’expression de quelques marqueurs de surface. Leur étude
montre que les cellules isolées par la méthode des explants et enzymatique (collagénase seule)
expriment des taux plus ¢€levés d’expression de CD90 (55,79% et 72,23% respectivement)
qu’avec le traitement de collagénase en présence d’hyaluronidase (28,53%). En outre, CD73
montre une expression plus élevée par culture des explants (74,47%) par rapport a la méthode
de digestion enzymatique (67,32% pour collagénase seule, et 13,33% collagénase avec
hyaluronidase). Pour le reste des marqueurs, comme CD44 et CDI105, la variation de
I’expression n’était pas significative (Salehinejad 2012). D’autre part, Schugar et al., a trouvé
que le profits d’expression CD105, CD73, CD44 et CD90 ont été rapportés a 35%, 42%, 48%
et 67% respectivement sur les cellules de la gelée de Wharton apres digestion a la collagénase
(Schugar 2009). Tandis que, Weiss ef al., a remarqué une expression positive de 96% et 91%
pour CD44 et CD90 respectivement en utilisant un cocktail d’enzyme (colagénase,
hyaluronidase, trypsine) (Weiss 2006). Au cours des passages (jusqu’a P18), Nekanti el al., a

constaté que ces cellules gardent constamment une expression positive de ces marqueurs
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(CD44, CD73, CD90, CD105 et CD166) sans noter une variation significative entre les
différents passages (Nekanti 2010).

3. Les marqueurs de pluripotences des CSM de la gelée de Wharton

Outre les marqueurs de surface, les facteurs de transcription comme Oct-4, Nanog et
Sox-2 ont été signalés dans les cellules du cordon ombilical porcin a des niveaux faibles
(Carlin 2006). Des études récentes ont révelé également I’expression de ces trois marqueurs
dans les CSM du cordon ombilical humain (Jo 2008; Zhang 2009), et d’autres marqueurs
pluripotentes, comme Rex-1, SSEA-3, Tra-1-60 et Tra-1-81 qui ont été conservés pendant au
moins neuf passages au cours de la culture (Jo 2008).

Les profils de transcriptome des CSM de la gelée de Wharton étaient différents de
ceux des CSE et ne partagent pas a méme niveau 1’expression des marqueurs pluripotents
(POUSF1, Sox2, Nanog et Lin28) requis pour le renouvellement des CSE et I’induction de la
pluripotence. Malgré cette différence, les CSM de la gelée de Wharton sont multipotentes et
sont capables de se différencier en une grande variété de tissus ~ (Sarugaser 2005; Fong
2007; Chao 2008; Troyer 2008; Hou 2009; Wang 2009). Contrairement aux CSE, les CSM de
la gelée de Wharton ne produisent pas de tératomes dans des souris immunodéficientes.
L’absence ou le faible niveau d’expression des principaux marqueurs de pluripotence comme
POUSFI, Nanog, Lin28 et Sox2 peut expliquer pourquoi les CSM de la gelée de Wharton ne
produisent pas de tératomes lorsqu’elles sont transplantées dans les cellules indifférenciées
(Fong 2007). Chez I’étre humain, il y a deux isoformes de POUSF1 (Oct4Aet Oct4B) (La
Rocca 2009) et donc la détection de POUSF1 est potentiellement problématique, car Oct4A
seulement est impliquée dans le maintien de la pluripotence tandis qu’Oct4B est exprimée de
maniere ubiquitaire (Takeda 1992; Lee 2006). Oct4 a été considérée comme un régulateur
majeur de la pluripotence des cellules (Campbell 2007). En effet, Lee ef al., a démontré que
I’isoforme A est principalement responsable de I’auto-renouvellement des cellules souches

humaines (Lee 2006).

6. Les capacités de différenciations des CSM de la gelée de Wharton
Les CSM du cordon ombilical ont la capacité de se différencier en plusieurs lignées
cellulaires d’origine mésodermique ou ectodermique. La différenciation in vitro de CSM de la
gelée de Wharton en ostéoblastes est classiquement impliquée par incubation d'une
monocouche confluente de cellules avec de l'acide ascorbique, B-Glycérophosphate, et de la
dexaméthasone pendant 2-3 semaines (Karahuseyinoglu 2007). Les CSM de la gelée de

Wharton, ont montré que ces cellules sont capables a se différencier in vitro en 28 jours en

57



ETAT DE LART

cellules positives pour l'ostéopontine (Wang 2004; Karahuseyinoglu 2007). Les cellules
périvasculaires du cordon ombilical ont montré la formation des nodules osseux aprés avoir
¢été cultivées en présence des suppléments ci-dessus dans une période d'induction de 5 jours
(Sarugaser 2005). Karahuseyinoglu el al., rapporte que les cellules isolées de la partie
périvasculaire et intravasculaire ont subi avec succes la différenciation ostéogénique en 3
semaines, indiqué par l'expression intense de l'ostéopontine, BSP-2, ostéonectine, et
l'ostéocalcine, la formation de dépots de calcium et de formation des ostéoide
(Karahuseyinoglu 2007). Compte tenu de la possibilité que les cellules périvasculaires in vivo
possedent une différenciation en ostéoblastes relativement plus rapide (Sarugaser 2005), ces
données suggerent qu’ils existent des variations au niveau de différenciation de ces différents
types de cellules en ostéoblastes. D’autre part, Majore el al., a montré la forte capacité des
CSM de la gelée de Wharton a se différencier en 3 semaines en chondroblastes en présence de
pyruvate de sodium, L-ascorbate-2-phosphate, dexaméthasone, L-proline, ITS, du TGF-B3 et
de gentamicine avec 1% de sérum. La différenciation chondrogénique a été mise en évidence
par la formation des nodules riche en collagéne de type II, les protéoglycanes et I'aggrécane,
un protéoglycane qui se trouve généralement dans la matrice extracellulaire du cartilage
hyalin. Par RT-PCR, cette équipe a révélé la transcription de geénes spécifiques du cartilage
tels que SOX9, COMP et collagéne X. L'expression du geéne du collagéne X suggere la
présence de chondrocytes hypertrophiques ou pré-hypertrophique dans les cultures cellulaires
(Majore 2011).

Recevant exactement le méme milieu d’induction adipogénique que les CSM de la
moelle osseuse, les CSM de la gelée de Wharton montrent un aspect relativement prématuré
(formes multiloculaires) (Kierszenbaum 2002). L'accumulation de lipides dans ces cellules en
général n'a pas procédé¢ a I'état uniloculaire, comme dans les cas des adipocytes matures. La
formation de gouttelettes lipidiques homogenes produites par les CSM de la moelle osseuse
révele que ces cellules posseédent une plus grande tendance a se différencier en adipocytes
dans les mémes conditions de culture (Sekiya 2004).

En 2002, Kadner ef al., a constaté que les cellules isolées du cordon ombilical
montrent une croissance cellulaire supérieure a celle des cellules vasculaires du
myofibroblastes. L’analyse du phénotype révele des signaux positifs pour ASMA (a-smooth
muscle actin), la desmine, et vimentine. L’histologie et I’immunohistochimie ont montré la
formation de tissu couches contenant du collagene I, III, et glycoaminoglycanes (Kadner
2002). Mitchell et al., a montré que les cellules de la gelée de Wharton expriment un

phénotype neuronal apres traitement par des facteurs de croissance basique des fibroblastes
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avec un milieu contenant peu de sérum ainsi 1’ajout de butylhydroxyanisol et Ie
diméthylsulfoxyde. Aprés 3 jours, ces cellules possédent une morphologie semblable aux
cellules souches neuronales (bipolaire ou multipolaire). Par immunocytochimie, ces cellules
indiquent I’expression du NSE (Neuron-specific enolase), un marqueur de cellules souches
neuronales. Plusieurs protéines neuronales, y compris B-tubuline-III (protéine specifique des
neurones), le neurofilament M, une protéine associée a la croissance axonale des cones, et la
tyrosine hydroxylase étaient positives. Des marqueurs d’oligodendrocytes et des astrocytes
ont également ét¢ détectés dans les cellules de gelée de Wharton (Mitchell 2003).

Des ¢études récentes ont indiqué qu’elles étaient capables de se différencier a la fois in
vivo et in vitro en hépatocytes. Exposées a un milieu de culture hépatocytaire, elles expriment
les marqueurs hépatiques, y compris l'albumine, a-fétoprotéine, cytokératine-19, la
connexine-32 et la dipeptidyl peptidase IV (Campard 2008). Chao et al., a suggéré qu’elles
pourraient étre différenciées en précurseurs des ilots pancréatiques, produire de l'insuline
humaine et garder un réserve de glucose pendant 12 semaines par xénotransplantation dans un

modele de diabéte de type I (Chao 2008).

7. Les propriétés immunomodulatrices des CSM de la gelée de Wharton

La Rocca et al., a montré pour la premiere fois I'expression de HLA-G dans une lignée
cellulaire des CSM, a la fois dans les cellules adultes et dans les dérivées des cellules feetales
(cordon ombilical) (La Rocca 2009). HLA-G est une forme particuliere du complexe majeur
d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et est exprimé par les trophoblastes et les cellules du
tolérance immunitaire dans le processus d'implantation de 1'embryon (Rouas-Freiss 1997; Le
Bouteiller 2000; Blaschitz 2001). En fait, HLA-G a ét¢ montré pour lier les deux principaux
récepteurs inhibiteurs de NK, KIR-1 et -2 (membres de la famille Killer-récepteur de cellule

immunoglobuline-like), stoppant ainsi le processus d'abattage des NK (Moffett 2004).

8. Les autres CSM du cordon ombilical : les hUCPVC
Les CSM du cordon ombilical humain représentent une population hétérogéne de
cellules. Afin de mieux comprendre leurs propriétés, de plusieurs zones différentes ces
cellules peuvent étre isolées et caractérisées. Les cellules périvasculaires entourant les
vaisseaux (hUCPVCs) ont été isolées par digestion enzymatique. Ces cellules ont montré un
phénotype de surface similaire aux CSM de la moelle osseuse et de la gelée de Wharton
(Sarugaser 2005; Baksh 2007), y compris CD44, CD73, CD90, CDI105 et HLA-ABC.

Toutefois, 1’antigéne de surface CD146, largement exprimé dans les cellules endothéliales, a
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¢été exprimée a un taux plus élevé de 52% dans hUCPVCs par rapport a la moelle osseuse
(15%) (Baksh 2007). Un seul groupe a pu extraire les cellules de la zone subamniotic en
raison de la difficulté d'isolement de ces cellules du tissu environnant. Ces cellules expriment
les marqueurs des cellules souches (AESS-4, Oct-4 et Nanog) et les marqueurs
mésenchymateux (CD73 et CD105), et étaient capables de se différencier en adipocyte,
ostéocyte et chondrocyte (Kita 2010).

IV.  Thérapie cellulaire

Les applications cliniques potentielles des CSM sont nombreuses. Les cadres
physiopathologiques des pathologies ou Iésions faisant 1’objet d’un essai sont variés,
comprenant les séquelles d’ischémie, la prévention ou le traitement de pathologies
dysimmunitaires, dont le support de greffes de cellules hématopoiétiques ou de tissus solides,
des pathologies dégénératives et dysfonctions d’organes aigués ou chroniques, ainsi que
quelques maladies monogéniques. La grande majorité des essais repose sur 1’injection de
CSM amplifiées, et un seul repose sur la modification de leur phénotype sécrétoire avant
injection. Les essais ne reposant pas sur la thérapie cellulaire a strictement parler mais plutot
sur I’ingénierie tissulaire ont pour objet principal la réparation osseuse et cartilagineuse. Les
CSM, ou cellules mononucléées de la moelle osseuse, y sont injectées directement avec des
molécules mimant une matrice extracellulaire comme 1’acide hyaluronique, ou déposées apres

culture sur un biomatériau permettant de combler une perte de substance.

A. CSM et essais cliniques

Le premier essai clinique utilisant la culture €largie des cellules autologues des CSM a
¢été réalisé en 1995 (Lazarus 1995). Depuis lors, un certain nombre d’essais cliniques ont été
menés afin de tester la faisabilité¢ et I’efficacité de la thérapie des CSM. A la date du
22/11/2012, 276 essais cliniques utilisant des CSM étaient recencés par le service national des
institus de la santé aus Etats Unis et ce dans une trés large gamme d’indications clinique. La
plupart de ces essais sont en phase I (¢tude de sécurité), phase II (preuve de concept pour
I’efficacité chez des patients humains), ou a I’interface, phase I/ II. Seul un petit nombre de
ces essais sont en phase III (comparaison d’un nouveau traitement au traitement standard ou
mieux connu) ou de phase II / III. En outre, de nombreux essais cliniques achevés ont
démontré 1’efficacité¢ de 1’administration des CSM pour les maladies comme 1’ischémie du
myocarde aigu (IMA), la cirrhose du foie, accident vasculaire cérébral, la sclérose latérale

amyotrophique (SLA) et la GvHD (Wang 2012).
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Actuellement et a travers le monde, les essais cliniques utilisants les CSM sont au

nombre de 276 (http://clinicaltrials.gov) (22/11/2012) et ont pour indications : (Figure 8).

Essais Cliniques

M Pathologies Os et Cartilage B GvHD maladies auto-immunes

m Pathologies Cardiaques M Diabete
H Cancer = Maladies Neurodégénératives
Autres

Figure 8: Nombre d'essais cliniques utilisant des CSM en fonction des indications
thérapeutiques. (n=nombre d’essais en cours) (Source : http://clinicaltrials.gov).

La majorité de ces études sont encore en phase I ou II de la recherche biomédicale,
¢valuant la tolérance, I’innocuité de 1’administration des CSM chez 1’homme, ainsi que les
premiéres preuves d’efficacité. Les sources cellulaires proviennent aussi bien de prélévements
autologues que des prélévements allogéniques. La plupart des CSM utilisées sont isolées a
partir de prélevements de moelle osseuse (90% des essais cliniques). La premiére indication
pour laquelle les CSM sont le plus utilisées en recherche clinique, concerne les pathologies
ostéo-articulaires. Dans ce cas précis, c’est essentiellement les propriétés de différenciation et
réparation tissulaire qui justifient I’emploi de ces cellules. La maladie du greffon contre 1’hote
et les maladies auto-immunes arrivent en deuxiéme position et par conséquent, occupent une
place importante dans [utilisation des CSM en recherche biomédicale. Les propriétés
immunomodulatrices des CSM sont alors mises a contribution.

L’utilisation clinique de ces cellules multipotentes a longtemps été envisagée sous
I’angle du remplacement de types cellulaires déficients ou insuffisamment nombreux.
Aujourd’hui, leurs multiples autres caractéristiques amenent a utiliser leurs capacités a
moduler la cicatrisation et la réparation tissulaire, la réponse immune ou encore la mort
cellulaire (effet anti-apoptotique). La capacité d’adressage vers un tissu 1ésé (phénomene de

homing) existant physiologiquement est mise a profit en thérapeutique pour des lésions
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tissulaires diffuses ou difficiles d’acceés. L’utilisation autologue des CSM a des fins
thérapeutiques, apreés amplification in vitro, permettrait de rétablir, une défaillance des
cellules a sortir de leur niche, ou une insuffisance quantitative des CSM au sein de
I’organisme. Actuellement, le choix du tissu d’origine des CSM pour les essais cliniques
repose essentiellement sur la facilité¢ et la richesse des prélévements. Trois sources sont
aujourd’hui utilisées : la moelle osseuse, le tissu adipeux et les tissus extra-feetaux (gelée de
Wharton du cordon ombilical, placenta). La source médullaire reste la plus employée
(Martinaud 2010) (Figure 9). La grande majorité des essais repose sur 1’injection de CSM
amplifiées in vitro plutdt qu’utilisées directement ou apres un éventuel tri cellulaire basé sur
le phénotype membranaire. Cette amplification in vitro est limitée dans le temps, entrainant
un faible nombre de doublement de population, pour ne pas induire d’aberrations
chromosomiques. Dans certains cas, les CSM sont associées a une matrice support ou
biomatériau qui permettra de combler la perte de substance. Les scientifiques et les cliniciens
ne parlent plus alors de thérapie cellulaire mais plutét d’ingénierie tissulaire, employée
notamment dans les réparations osseuses et cartilagineuses. Pour 1’instant, aucun essai

reposant sur des CSM modifiées génétiquement ex vivo n’a été rapporté (Martinaud 2010).

Sources accessibles en clinique
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Figure 9: Modes d'utilisations cliniques des CSM.

Des CSM isolées de différents tissus (moelle osseuse, tissu adipeux ou tissus extra-feetaux) peuvent étre
amplifiées en culture, et utilisées directement, apres prédifférenciation, insertion dans une matrice support, et
potentiellement modifiées génétiquement avant réimplantation (ingénierie tissulaire). (Martinaud 2010).
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La maladie de greffon contre 1’hote aiglie (aGvHD) survient apres une allogreffe de

cellules souches hématopoiétiques et est associée a une morbidité et une mortalité élevées

(Huang 2008; Messina 2008; Sun 2010). Actuellement, les corticoides sont le traitement de

premicre ligne pour I’aGvHD. Cependant, certains patients présentent de 1’aGvHD cortico-

résistantes. K. Le Blanc ef al., ont été les premiers a injecter des CSM haplo-identiques a un

garcon de 9 ans présentant une GVHD aigué sévere de grade IV avec atteinte intestinale et

hépatique, résistante aux différentes lignes de traitements immunosuppresseurs. Une

rémission compléte de GVHD a été observée aprés deux injections de CSM (Le Blanc 2008).

Tableau III: Résumé des études cliniques des cellules souches mésenchymateuses
impliquées dans le traitement de la GVHD.

Année de Nombre de
Source de CSM Dose requise Résultats
publication Patients
7 (58%) patients ont présentés une
réponse complete, 2 (17%) une réponse
partielle, et 3 (25%) des réactions
8x10° cell/kg pour 2 mixtes. La résolution compleéte des
(Prasad 2011) 12 Donneur universel patients et 2x10° symptomes gastro-intestinaux est
cell/kg pour les autres survenues chez 9 (75%) patients. La
survie cumulée apres 100 jours (a
compter de I’instauration du traitement
était de 58%
La dose moyenne )
) 6 Aucun des patients n’a présenté une
était 1,2x10%/kg )
progression de la GVHD aprés
. (rang: 0,7 o .
(Lucchini ) 6 administration des CSM, mais 4
HLA-sans lien de 3,7x10°/kg). )
2010) 11 ) patients ont présenté une récurrence de
parenté et différents Réponse globale ) o
la GvHD 2 a 5 mois aprés injection.
71,4%, avec une )
Deux patients ont développé une
réponse compléte ) o
GVHD chronique limitée (cGvHD)
chez 23,8% des cas
94% des patients avaient une réponse
(Kebriaei Donneurs sans lien de 2-8x10°CSM/kg en initiale (77% une réponse compléte et
ebriaei
2009) 32 parenté et association avec des 16% une réponse partiale). Aucune
incompatible corticostéroides toxicité ni de formations tissulaires
ectopiques n’ont été signalées
15 patients (45,5%) ont développé une
GvHD aigué (aGvHD) de grade I &
PBSCT combiné avec s p IVet seulement 2 patients (6,1%) ont
0,5x10° a 1,7x10
(Guo 2009) 33 des CSM développé une aGvHD de grade I1I et

/Kg

IV. 9 (31%) parmi les 29 patients

évaluables ont exéprimenté du cGvHD
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Donneurs HLA-sans

Une dose médiane de

2 patients (15%) n’ont pas eu besoin
d’une nouvelle escalade de la thérapie
immunosuppressive. 11 patients ont
recu en plus un traitement concomitant

par des injections des CSM, et apres

(von Bonin ) . ) )
2009) 13 lien de parenté et 0,9x10°/kg (rang 0,6- | 28 jours, 5 entre eux (45%) ont réagi. 4
différents 1,1) patients (31%) sont en vie apres 257
jours de suivi, y compris un patient qui
au départ avait déja réagi a un
traitement de CSM
Un tiers des patients a montré une
Donneurs des cellules légere amélioration de la cGvHD. 2
souches o o patients atteints de aGvHD n’ont pas
) 0,4x10” a 3x10° /kg )
Hématopoiétiques ) o évalué vers une cGvHD. 1 patient a
(Muller 2008) 7 selon la disponibilité B
(n=5), 1/3 donneur recu des CSM pour stabiliser la
parental fonction du greffon aprés
(n=2) transplantation haplo-identique
secondaire.
30 patients ont présenté une réponse
compléte et 9 ont montré une
Donneurs HLA intra- o )
> amélioration. Aucun patient n’a
familial (n=5), s ]
1,4x10° (rang 0,4- présenté des effets secondaires pendant
(Le Blanc donneurs haplo- 6 ) ) o
55 ) ) 9x10°) ou immédiatement aprés les injections
2008) identiques (n=18), ) )
Cellules par kg des CSM. 3 patients avaient une
Donneurs HLA
) ) maladie récidivante et un a développé
incompatibles (n=69) ) )
une leucémie myéloide aigué€ de-novo
d’origine receveur
aGvDH a complétement disparue chez
. cinq des six patients, dont quatre sont
Donneurs familiaux ) o
o vivants aprés un suivi en moyenne de
haplo-identiques ) )
. 40 mois (rang : 18-90 mois) apres
(Fang 2007) 6 (n=2), donneurs sans 1x10%/kg

lien de parenté et HLA

incompatibles (n=4)

I’initiation du traitement. Les quatre
patients cicants sont en bon état
clinique et en rémission de leur

hémopathie maligne

Malgré la progression des options de traitement, la cardiopathie ischémique et

I’insuffisance cardiaque congestive restent les principales causes de morbidité et de mortalité.

Parmi les types cellulaires utilisés, les CSM sont un candidat intéressant pour la réparation

cardiovasculaire en raison de leurs propriétés biologiques. Dans les études précliniques sur

des modeles animaux expérimentaux de lésion cardiaque, les CSM se sont implantées que ce
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soit aprés une administration systémique ou une administration locale et ont contribu¢ a
améliorer la réparation des infarctus du myocarde (Nagaya 2005; Jiang 2006; Zhang 2006).

Des essais cliniques utilisant des CSM pour améliorer la fonction cardiaque ont
¢galement montré des résultats encourageants. Dans une étude, soixante-neuf patients ayant
subi une intervention coronarienne percutanée (PCI) primaire dans les 12 heures apres le
début de l’infarctus du myocarde aigu ont ét¢ randomisés pour recevoir l’injection
intracoronaire des cellules souches mésenchymateuses autologues de la moelle osseuse.
Plusieurs téchniques ont démontré que les CSM améliorent la fonction ventriculaire gauche
(Chen 2004). Parmi 36 essais cliniques a I’heure actuelle, neuf ont été términés utilisants les
CSM dans le traitement des maladies cardiaques (Tableau IV).

En ce qui concerne les maladies du foie, les cellules souches mésenchymateuses ont
¢été utilisées pour traiter la cirrhose dans un nombre limité de patients. Dans un essai de phase
I, quatre patients atteints de cirrhose du foie décompensée ont été inclus. Ils ont regu une
perfusion autologue des CSM dans une veine périphérique. Il n’y a pas eu d’effets secondaires
chez les patients au cours du suivi. La qualité de la vie de tous les quatre patients a été
améliorée a la fin de suivi (Mohamadnejad 2007). Dans un autre essai clinique de phase I- II,
huit patients atteints de la maladie hépatique au stade terminal (4 contre hépatite B, une
hépatite C, un alcoolique, et deux cryptogénique) ont été inclus. Aprés injection des CSM
autologues, leurs fonctionnements hépatiques ont ¢ét€¢ améliorés, ce qui suggere la faisabilité,
la sécurité et I’efficacit¢ de I’utilisation des cellules souches mésenchymateuses dans le

traitement de la maladie hépatique au stade terminal (Kharaziha 2009).
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Tableau IV: Essais cliniques effectués a I’heure actuelle avec les CSM en pour les traitements des maladies cardiaques.

(Source : http://clinicaltrials.gov) (derniere consultation au 22/11/2012)

Numéro d’identification

Indications/Pathologies

Source de CSM Nombre de Patients Mode d’administration | Phase de ’essai clinique
de I’essai cardiaques
) ) CSM autologue de moelle Injection intra-
NCT00260338 Ischémie myocardique 31 ) /i
osseuse myocardique
CSM de la gelée de o )
NCT01291329 Infractus du myocarde 160 Injection intra-coronaire 11
Wharton
CSM autologue de moelle Injection intra-
NCT00768066 Infractus du myocarde 67 ) /1
osseuse myocardique
Injection intra-
NCT00927784 Insuffisance cardiaque Pas mentionnée 10 ) I
myocardique
Injection intra-
CSM autologue de moelle '
NCT00587990 Infractus du myocarde 45 myocardique /11
osseuse
a une Dose élevée
) ] CSM autologue de moelle o )
NCTO00135850 Ischémie myocardique 48 Injection intra-coronaire /1
osseuse
NCTO00114452 Infractus du myocarde Pas mentionnée 53 Medicament : Provacel I
Infractus aigué du CSM autologue de moelle o )
NCTO01392105 80 Injection intra-coronaire 1
myocarde osseuse
CSM autologue et o
) Injection intra-
NCT01087996 Infractus du myocarde allogénique de moelle 30 v

0sscuse

myocardique
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CSM du cordon ombilical et applications cliniques

L’utilisation des CSM nécessite que la production soit effectuée en conditions de
grade clinique car elles montrent un potentiel pour diverses applications thérapeutiques et ont
attiré I’attention a des investigations cliniques. Pour une utilisation thérapeutique allogénique
des caractéristiques de faible immunitaire sont nécessaires afin de ne pas stimuler la réponse
immunitaire chez les patients immunocompétents (Pansky 2007; Jung 2009). Comme les
cellules souches mésenchymateuses de la moelle osseuse, les CSM de la gelée de Wharton
sont immunologiquement privilégiées. Elles invoquent une activité immunitaire minimale, et
en outre, peuvent posséder des propriétés anti-inflammatoires et des effets immuno-
modulateurs. Ces cellules expriment 1’antigéne du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe I (CMH I) et expriment des niveaux faibles d'antigénes du CMH de classe II,
relativement moins que les CSM de la molle osseuse. Actuellement plusieurs études suggerent
que les CSM de la gelée de Wharton ne nécessitent pas une compatibilité envers les tissus,
leur permettant ainsi d’étre une source de thérapie cellulaire allogénique (Weiss 2008).

Les CSM de la gelée de Wharton partagent les mémes capacités naturelles que les
CSM de la moelle osseuse. La capacité immunosuppressive de ces cellules possede le
potentiel pour traiter de nombreux troubles, y compris la réaction du greffon (GvHD) (Caimi
2010; Bernardo 2011), le diabéte (Chao 2008; Anzalone 2011), et les tumeurs cancéreuses
(Rachakatla 2008; Loebinger 2009). Bien qu'il y ait peux d'essais cliniques en cours avec les
CSM de la gelée de Wharton, plusieurs essais pré-cliniques ont été menées pour proposer les
avantages cliniques possibles de cette source de cellules. Plusieurs indices ont été étudiés chez
les animaux, y compris la reconstitution hématopoiétique (Friedman 2007; Taghizadeh 2011),
la maladie de Parkinson (Weiss 2006), le diabéte (Chao 2008; Anzalone 2011), la
dégénérescence maculaire (Lund 2007) et les 1ésions médullaires (Yang 2008).

Une étude récente a examiné la sureté et I’efficacit¢ des CSM dérivées du cordon
ombilical chez les patients atteints de la cirrhose du foie décompensée (Liver Cirrhosis, LC).
Un total de 45 patients ayant de [’hépatite B avec une cirrhose de foie décompensée ont été
recrutés, dont 30 ont recu une transfusion de CSM du cordon ombilical et 15 une solution
saline comme témoin. Aprés un an de suivi, aucuns effets secondaires et complications
importants ont été observés dans les deux groupes. Par contre, il y avait une réduction
significative du volume de ’ascite chez les patients traités avec les CSM du cordon ombilical,
ce qui a considérablement amélioré¢ la fonction hépatique par augmentation du taux

d’albumine sérique et par diminution des concentrations totales de la bilirubine sérique et de
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sodium (Zhang 2012). Une autre étude a montré que sur un total de 72 patients atteints de
pseudarthrose ; les 36 patients ayant recu une transplantation percutanée de CSM provenant
du cordon ombilical qu’apres un suivi de 13,2 + 4,6 mois que la mobilité et la fonction de la
hanche, du genou et de la cheville étaient bonnes. Le temps de [’union osseuse était
significativement plus rapide de 5,6 = 0,8 mois pour le groupe ayant subi une transplantation

et 10,3 £ 2,8 pour le groupe du témoin qui a recu du greffe osseuse auto-iliaque (Qu 2009).

B. Ingénierie tissulaire

L'ingénierie tissulaire, au carrefour de différentes disciplines a pour but de remplacer,
maintenir ou améliorer la fonction de tissus humains, grace a des substituts tissulaires incluant
des ¢éléments vivants (Langer 1993). Il s'agit donc d'élaborer des tissus artificiels, en faisant
appel aux cultures de cellules (cellules différenciées, ou plus souvent cellules souches de la
moelle osseuse), a des biomatériaux (matériaux poreux a architecture contrdlée), a des
facteurs de croissance (comme les bone morphogenetic proteins, ou TGF-), aux protéines
intervenant dans l'adhésion cellulaire (telles que la fibronectine, ou les séquences reconnues
par les sous unités d'intégrine), ou encore a la thérapie génique des cellules (notamment en
utilisant des cellules-souches transfectées). En outre, la voie de I’ingénierie tissulaire présente
I’avantage de s’affranchir des problémes comme le manque de donneurs et le risque de
transmission virale. Les applications sont nombreuses et recouvrent la reconstitution aussi
bien de la peau (MacNeil 2007), du foie (Bhandari 2001), de la cornée (Hu 2005; Rimmer
2007), mais également de l'appareil locomoteur (Tuli 2003; MacIntosh 2008; Hardouin 2000).
Plusieurs essais clinique comme la greffe de la peau (Eaglstein 1997), du cartilage et de I’os
(Roberts 2008) sont déja en cours d’application. Cette approche thérapeutique est
actuellement considérée comme innovante en médecine régénératrice a coté des deux
principales thérapies que sont la transplantation d’organes et la chirurgie prothétique (Vacanti
1999; Lavik 2004).

L’ingénierie tissulaire implique en général I’utilisation des matrices "scaffolds",
littéralement échafaudage en anglais, qui sont des architectures sophistiquées
tridimensionnelles, formant des motifs précis. Un « scaffold» doit satisfaire aux criteéres
suivants (Hutmacher 2001):

e Hautement poreux avec des pores interconnectés et présentant une taille
appropriée afin de favoriser I’intégration et la vascularisation du nouveau tissu,

la diffusion des nutriments et I’évacuation des déchets
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e Construit a partir de matériaux biocompatibles et dont la biodégradabilité est
contrdlée
e Favoriser I’adhésion, prolifération et la différentiation cellulaire
e Assurer a la fois le role de support mécanique lors de la transplantation et le
role de trame temporaire mimant la matrice extracellulaire des cellules afin de
guider la reconstruction tissulaire
e Ne pas induire une réponse inflammatoire
e Facilement modulable en forme et en taille
Les « scaffolds » peuvent étre fabriqués a partir de matériaux inorganiques (Hench
2002) comme le phosphate de calcium (LeGeros 2002), utilisé dans la régénération des tissus
minéralisés (le tissu osseux), ou de matériaux organiques comme les polymeéres naturels ou
synthétiques (Drury 2003; Shin 2003). Parmi les polymeres naturels utilisés dans 1’ingénierie
tissulaire, les hydrogels a base de biopolymeres, comme 1’alginate et le chitosan sont
particulierement attractifs. En effet, ils présentent une structure proche de celle des
macromolécules composant les tissus humains (Lee 2001; Falcone 2006), une faible
cytotoxicité, une bonne biocompatibilité et un colt relativement bas. Le concept d’ingénierie
tissulaire est bas¢ sur le triptyque cellules/biomatériaux/facteurs biologiques dans le but de
générer un tissu hybride (Merceron 2008). Afin d’améliorer la fonctionnalité du tissu
néoformé et obtenir une nouvelle matrice tridimensionnelle la plus appropriée possible du
tissu d’origine, une source abondante de cellules saines est nécessaire (Galois 2005). Une des
sources cellulaires pouvant servir a cette amélioration est : les cellules souches

mésenchymateuses.

1. Le Cartilage

Les dommages des cartilages dans les genoux et les hanches se produisent
généralement soit lors des blessures sportives ou a cause de I'usure avec 1’age. Des tels
défauts du cartilage prennent longtemps pour guérir a cause de la nature avasculaire du
cartilage et de ’incapacité des cellules locales a régénérer des nouveaux tissus. L’ingénierie
tissulaire du cartilage émerge comme une thérapeutique prometteuse pour la correction de ces
défauts. Ce domaine a été largement étudié¢ mais est toujours entravé par 1’identification de la
source cellulaire la plus appropriée pour la différenciation et ’intégration au sein de la
transplantation des constructions développées pour la réparation du cartilage.

L’utilisation des cellules souches a la place des chondrocytes et des fibroblastes a

généré un intérét énorme dans I’ingénierie tissulaire du cartilage, mais la cellule souche idéale
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n’a pas ¢été identifiée. Les cellules souches embryonnaires humaines (CSEh) ont été
différenciées en cartilage (Oldershaw 2010), mais depuis les tissus dérivés provenant de CSEh
allogéniques ont été I’objet d’un rejet immunitaire apres la transplantation. Cependant, des
tentatives sont faites pour contourner ce probléme grace a la personnalisation des tissus par le
biais du transfert nucléaire (NT) au sein de la CSEh du noyau issu d’une cellule somatique du
patient : clonage thérapeutique, ou par une reprogrammation des cellules du patient en les
dirigeant vers 1’état de cellules pluripotentes par transfection avec des geénes pluripotents
(cellules souches humaines pluripotentes induites, hiPSCs) (Takahashi 2006; Yu 2007; French
2008). Malheureusement, en raison de leur pluripotence, I’utilisation de ces cellules n’est pas
sans risque avec le probléme de production et de la formation de tératome (Aleckovic 2008)
(Knoepfler 2009), rendant les dérivés chondrocytaires dangereux pour la réparation du
cartilage, et semblent étre immunogénétiquement actif aprés la transplantation dans 1’hote
(Zhao 2010). En revanche les CSM présentent des caractéristiques uniques : elles sont
immunosuppressives et immunoprivilégiées (Nauta 2007). Elles ne générent pas la formation
de tératome détectable, et possédent une forte capacité de migration (Breitbach 2007; Jackson
2007; Bernardo 2009; Salem 2010).

Cliniquement, les études reposant sur I’insertion intra-articulaire de chondrocytes, ou
de CSM amplifiées sur des gels de collagéne dans des genoux de malades arthrosiques, n’ont
pas montré de bénéfice statistiquement significatif. Devant 1’amélioration des connaissances
sur les processus de différenciation et du rdle des molécules de matrices, la réparation
cartilagineuse fait néanmoins 1’objet de plusieurs essais reposant sur des CSM amplifiées,
injectées directement, cultivées en suspension afin d’induire un début de différenciation
chondrocytaire ou encore en association avec des molécules de matrice comme [’acide
hyaluronique.

A T’heure actuelle, 16 essais cliniques utilisant des CSM dans le traitement de 1ésions
cartilagineuses ont €t¢ mis en place (http:/clinicaltrials.gov) (derniere consultation au

22/11/2012) (Tableau V). L’hypothese d’un déficit simple de migration des CSM vers la

lIésion ou d’un nombre insuffisant de cellules physiologiquement, justifie I’emploi de ces
dernieres en thérapeutique. Les indications de ce type de traitement concernent
essentiellement les 1ésions du cartilage articulaire dans leur globalité. La majorité des essais
(environ 80%) sont en phase I ou II et utilisent comme source cellulaire, des CSM de la
moelle osseuse isolées a partir d’un prélévement autologue. Deux essais utilisent,
respectivement, des CSM provenant du tissu adipeux et du cordon ombilical (sang du cordon).

Ces cellules sont soit, implantées directement chez le patient aprés amplification in vitro,

70


http://clinicaltrials.gov/

ETAT DE LART

soient intégrées dans une matrice support (Collagéne de type I, polymere, autre matrice de
nature protéique). Cette association cellules-matrice tente d’améliorer le comblement des
Iésions cartilagineuses en diminuant la diffusion des cellules en dehors de la Iésion.
L’implantation des cellules se fait directement par injection intra-articulaire et parfois, sous
arthroscopie. Certains essais utilisent approximativement 40 millions de cellules en dose
unique (Tableau V). Le caractére confidentiel des essais cliniques rend difficile la description
précise des protocoles employés : nombre d’injection, rythme d’injection, nombre de cellules

implantées, etc.
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Tableau V: Ensemble des essais cliniques, en cours de réalisation, utilisant des CSM dans le traitement de Iésions cartilagineuses.

(Source : http://clinicaltrials.gov) (derniere consultation au 22/11/2012). Le caractére confidentiel des essais cliniques rend parfois difficile la description précise des
protocoles employés. (Mb : membrane).

Numéro d’identification Indications/Pathologies du cartilage Source de CSM Association a une Mode d’administration Phase de D’essai
de Dessai matrice support clinique
NCT01586312 Gonarthrose grade Il a IV CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire Vit
NCT00850187 Lésions profondes (genou) CSM autologue de moelle osseuse Collagene de type I Injection intra-articulaire 1
Gonarthrose
NCT01459640 Gonarthrose CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire I
NCTO01436058 Arthrose (Cheville) CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire 1
NCT01504464 Arthrose (genou) CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire I
NCTO01626677 Lésions, gonarthrose Allogénique, du sang de cordon ombilical Polymeére semi-solide Injection intra-articulaire 11
Cartistem® Simple dose, 500uL/cm?
NCT01499056 Arthrose (Hanche) CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire 1
NCT00891501 Arthrose précoce CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire /111
Lésions ostéochondrales
NCTO00885729 Lésions focales (genou) CSM autologue de moelle osseuse Membrane (nature ??) Injection intra-articulaire sous arthroscopie 1
NCT01159899 Lésions profondes (genou) CSM autologue de moelle osseuse Matrice support Injection intra-articulaire sous arthroscopie 1
Gonarthrose protéique
NCT01227694 Gonarthrose grade I1-111 CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire Vi
Simple dose, 4.10’CSM
NCT01207661 Gonarthrose 7? Non Injection intra-articulaire 1
Simple dose
NCT01041001 Lésions, gonarthrose Allogénique, du sang de cordon ombilical Polymére semi-solide Injection intra-articulaire 1T
Cartistem® Simple dose, 500uL/cm?
NCT01399749 Lésions condyle fémorale CSM autologue de tissu adipeux Non Injection intra-articulaire Vi
1.10°CSM/cm? lésions
Suture Mb périoste
NCTO01183728 Gonarthrose grade Il a IV CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire, 4.10’CSM Vit
NCTO01152125 Arthrose CSM autologue de moelle osseuse Non Injection intra-articulaire %1
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Hormis ces essais cliniques en cours de réalisation, des résultats encourageants de
certaines études ont déja été publiés. Tout d’abord, des travaux ont montré une innocuité de la
transplantation autologue de CSM de moelle osseuse a moyen terme (11 ans et 5 mois)
(Wakitani 2007). De plus, I’injection intra-articulaire de CSM amplifiées est une procédure
stire n’entrainant théoriquement aucune complication.

Cette méme équipe a montré également, quelques années auparavant, que la
transplantation autologue de CSM de moelle osseuse amplifiées in vitro, améliore les
symptomes de patients atteints de Iésions articulaires. Les CSM sont isolées a partir de moelle
osseuse de la créte iliaque. Les cellules sont amplifiées en culture puis suspendues dans une
solution de collagéne de type I (5.10%ellules/mL) et enfin injectées en intra-articulaire. Un an
apres la transplantation, un comblement total de la 1ésion est observé chez un patient grace
aux techniques d’imagerie (IRM). Cependant, il est difficile de savoir si le tissu de réparation
constitue un cartilage hyalin ou un fibrocartilage (Wakitani 2007) .

Une autre étude, utilisant le méme procédé, s’est intéressée a la transplantation de
CSM autologues chez un jeune sportif adulte présentant une lésion au niveau du condyle
fémoral. Dans cette étude, I’implant est recouvert par une membrane de périoste autologue.
Sept mois apres la transplantation, 1’arthroscopie révele une réparation tissulaire. L’histologie
confirme qu’il s’agit bien d’un cartilage de phénotype hyalin. Un an aprés I’opération, les
symptomes cliniques sont améliorés de fagon significative (Kuroda 2007) et I’athléte peut
reprendre normalement ses activités sportives.

D’autres études ont également démontré ’effet bénéfique de la transplantation
autologue de CSM sur la régénération du ménisque (Centeno 2008).

Un essai plus récent, sur des résultats plus mitigés, conclut une amélioration des
symptomes (diminution des douleurs) chez des patients atteints d’une pathologie dégénérative
du cartilage. En revanche, les réponses au traitement sont variables d’un individu a I’autre et
pour certains, la transplantation autologue de CSM n’a pas montré de bénéfice statistiquement
significatif (Davatchi 2011). Une meilleure connaissance des processus de différenciation et
du role des molécules de matrice (HA, collagene, etc) permettrait d’obtenir de meilleurs

résultats.

2. L’Os

C’est un organe dynamique en perpétuel remodelage mais aux capacités de
régénération limitées justifiant le recours a la chirurgie en cas de perte de substance, de

malformations ou de pseudarthrose. Dans le cadre de la reconstruction de larges segments
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osseux, le traitement de choix est I’autogreffe osseuse mais souvent le matériel est insuffisant
et peu vascularisé ; dans le cadre de 1’allogreffe le probléme principal demeure la disponibilité
des greffons, la compatibilité et le risque infectieux, expliquant 1’intérét que représentent des
biomatériaux ensemencés par des CSM amplifiées in vitro. Chez des malades ayant bénéficié
d’ostéotomie tibiale pour maladie de Blount, les CSM ont ainsi eu un effet bénéfique majeur
(Dallari 2007).

Comme une approche d'ingénierie des tissus, les CSM de la moelle osseuse peuvent
étre incorporées dans les biomatériaux pour des implantations directes, avec ou sans 1'accord
préalable de culture in vitro dans les médias ostéogéniques. Le support typique ostéogénique
comprend de la dexaméthasone et / ou BMP-2, en plus de B-glycérophosphate et de I'acide
ascorbique a l'aide de synthése de la matrice. L'exposition des CSM de la moelle osseuse a ce
milieu avant leur implantation permet la livraison de plus de cellules matures ostéogéniques,
ce qui accélere la régénération de 1'os in vivo (Salgado 2004). L'induction ostéogénique des
CSM du cordon ombilical en monocouche 2D a été réalisée par traitement a la dexaméthasone
et B-glycérophosphate (Wang 2004; Sarugaser 2005; Lu 2006; Baksh 2007; Karahuseyinoglu
2007; Wu 2007). Au cours de la différenciation ostéogénique, il est apparu que la
minéralisation des CSM du cordon ombilical formait moins de nodules que les CSM de la
moelle osseuse (Lu 2006; Karahuseyinoglu 2007). Exposées dans un milieu ostéogénique, les
cellules périvasculaires se différencient plus rapidement le long de la lignée ostéogénique
avec la formation de nodules osseux apreés seulement 4-5 jours (Sarugaser 2005). En
comparaison avec les CSM du cordon ombilical les cellules périvascualires, les types de
cellules étaient phénotypiquement semblables, sauf pour I’expression de CD146 (37,9% des
cellules périvasculaires, 16,2% pour les CSM du cordon ombilical) (Martin-Rendon 2008).
Aprés exposition a un milieu ostéogénique, la coloration positive de von Kossa a été
légérement plus forte dans les cellules périvasculaires que dans les CSM du cordon ombilical.
Dans la différenciation induite par le BMP-2, I’expression de phénotypes ostéogéniques et les
voies de transduction du signal des CSM du cordon ombilical sont similaire par rapport aux
CSM de la moelle osseuse (Hou 2009). La différenciation des CSM du cordon ombilical
pourrait étre déclenchée par utilisation de matrices. Les cellules cultivées sur le ciment de
phosphate de calcium ont été présentés a proliférer et a subir une différenciation ostéogénique
(Xu 2010). Lorsque les CSM du cordon ombilical sont cultivées pendant 7 jours en
monocouche avec un milieu contenant une matrice osseuse déminéralisée, leur prolifération a
¢été inhibée, leur morphologie est apparu raccourci et aplatie, et 1'activité de la phosphatase

alcaline (ALP) est augmentée de fagon significative. Ces phénomenes ont indiqué que les
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CSM du cordon ombilical peuvent se différencier le long de la lignée ostéogénique
(Honsawek 2006), tandis qu’une culture a long terme sera nécessaires pour vérifier la
présence de marqueurs ostéogéniques tardifs. Toutefois, la capacité ostéogénique des CSM du
cordon ombilical semble inférieure aux CSM de la moelle osseuse (Zhang 2009).

Les CSM du cordon ombilical sont considérées comme une alternative aux cellules
souches embryonnaires et les CSM de la moelle osseuse, avec des avantages évidents par
rapport a chacun. Les CSM du cordon ombilical sont pas controversées, en revanche des CES.
En termes de disponibilité et de l'efficacité de récolte, elles offrent un avantage majeur par
rapport aux CES, vue la quantité infinie de cordons ombilicaux (Martin 2007). Pratiquement
parlant, la récolte et la culture de ces cellules est beaucoup plus facile et moins cotliteux que
les CES. Quant a leur capacité de différenciation, les CSM du cordon ombilical peuvent se
différencier selon les lignées mésenchymateuses.

Actuellement, la plupart des efforts de différenciation ont ét¢ menées in vitro en
culture monocouche. Les différences entre les environnements 2D et 3D peuvent certainement
affecter la migration cellulaire, la prolifération et la différenciation. Zhang ef al., a signalé que
les CSM du cordon ombilical en culture monocouche 2D avait [égerement un mieux potentiel
prolifératif et ostéogénique que les CSM de la moelle osseuse adultes, mais, lorsque ces
cellules ont été cultivées en 3D, et dans les deux cas des implantations in vitro ou in vivo, les
cellules adultes de la moelle osseuse ont montré une meilleure performance que les CSM du

cordon ombilical (Zhang 2009).
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Chapitre 2. Matériels et Méthodes
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L. Culture primaire des cellules souches mésenchymateuses

A. Origine des prélevements

A la naissance, le cordon ombilical et les tissus environnants, notamment le placenta et
le sang placentaire, sont destinés a étre ¢liminés et sont donc considérés comme des déchets
opératoires. Si la mere consent a en faire le don, le prélevement du sang est réalisé avant le

sectionnement du cordon.

1. Matériel et réactifs

a) Matériel

- Poches stériles
- Boite de culture ventilée T75, avec un bouchon a filtre (réf. CC7682-4875, CytoOne)

b) Réactifs
- Tampon HBSS (Hank’s Balanced Salts Solution, réf.H2387, Sigma, France) (KCl 0,4
g/L, NaCl 8,0 g/L, KH,PO4 0,06 g/L, Na,HPO4 0,04778 g/L, D-glucose 1,0 g/L et
Rouge de phénol 0,011 g/L). Ce tampon se présente sous forme de poudre et doit étre
reconstitu¢ dans de 1’eau distillée Le pH de la solution est ajusté & 7,2 en ajoutant du
NaHCO:;.
- Fungizone (2,5 pg/mL, réf. Gibco, France)

2. Recueil des prélevements

Le recueil des sangs placentaires et des cordons ombilicaux est réalisé par des sages-
femmes de la Maternit¢ Régionale de Nancy, dans la salle de naissance, juste avant la

délivrance et apres avoir obtenu le consentement des meres.

Sang Placentaire :

Le recueil de sang placentaire est réalis€¢ dans les mémes conditions que celui destiné a
la Banque de Sang Placentaire Thérapeutique. Les échantillons de sang placentaire sont

recueillis dans des poches stériles de 200mL contenant de 1’héparine comme anticoagulant.

Cordons ombilicaux :

Les cordons ombilicaux proviennent de donneurs sains. De longueurs variables (entre 15
et 40cm), ils sont placés rapidement dans une boite de culture T75 cm” contenant 200 mL

d’HBSS stérile et 2 mL de fungizone. Le cordon ombilical est ensuite stocké a 4°C jusqu’a
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utilisation. Il est préférable que le cordon soit manipulé dans le plus rapidement possible apres

son préléevement, sinon il peut se garder 24h a 4°C.

B. Extraction et amplification des cellules mononucléées du sang placentaire

1. Matériel et réactifs

a) Matériel
- Centrifugeuse "Labofuge 400" (Heraeus Instruments)
- Support de culture (plaques 6 puits, réf. 657160, Greiner bio-one)
- Tube Falcon de 50 mL (réf. 352098, Dutscher, France)

b) Réactifs

- Milieux de culture. Selon la méthode de culture utilisée (« coatée » ou « optimisée »),
le milieu de culture différe. Les compositions sont résumées dans le Tableau V1.

- Alpha Modified Eagle Medium (a-MEM) (réf. Lonza, Belgique)

- Sérum de veau feetal (SVF, réf. Sigma, France) décomplémenté a +56°C pendant 30
min et utilisé a 10% (v/v dans a-MEM).

- IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium) (réf. 21980, Invitrogen, France)

- Antibiotiques : Pénicilline & 10 mU/mL / Streptomycine a 10 ng/mL (P/S, réf. 15070-
063, Gibco, France) et une solution antifungique (Fungizone 2,5 pg/mL, réf. Gibco,
France).

- L-Glutamine a 2mM (réf. G7513, Sigma, France)

- FGF-2 (0,1uL/mL) (réf. R&D Systems, Lille, France)

- GM-CSF a 5 ng/mL (réf. R&D Systems, Lille, France)

- IL-32a15ng/mL (réf.403-ML-010 R&D Systems, Lille, France)

- Ficoll (réf. Sigma, France)

- Solution de lavage PBS
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Tableau VI: Composition de différents milieux de culture pour des cellules souches
mésenchymateuses provenant du sang placentaire.

Méthode Coatée Méthode Optimisée
o-MEM v
IMDM v
SVF a 10% (v/v) v v
Antibiotiques v v
L-Glutamine 2 2mM v
FGF-2 a 0,1pL/mL v
GM-CSF a 5 ng/mL v
IL-3 a 15 ng/mL v

2. Méthodologie

Le sang collecté est dilué¢ au demi avec une solution stérile de PBS. Deux volumes de
sang dilués sont ensuite déposés délicatement a la surface d’un volume de milieu de
séparation contenu dans un tube Falcon de 50 mL. Aprés centrifugation (400g pendant 20
minutes), les globules rouges sont agglutinés par le Ficoll et sédimentent au fond du tube
tandis que les cellules mononucléées (MNCs) se retrouvent a I’interface entre le plasma et le
Ficoll. L’anneau contenant les MNCs est délicatement aspiré et déposé dans un nouveau tube
de 50mL. Les cellules sont lavées deux fois, par centrifugation (300 g, 10 minutes) dans du
PBS. Les cellules sont alors divisées en 2 populations afin de réaliser les 2 modalités de
culture :

Pour la culture des cellules selon la méthode dite « coatée », avant de transférer les

cellules dans les plaques de culture, ces derniéres sont traitées avec du sérum de veau (SVF).
Pour cela, 2 ml de SVF sont déposés dans chaque puits pendant 30 minutes puis sont retirés.
Les cellules sont ensuite ensemencées & une densité de 2 x 10° cellules / cm? dans un milieu
de culture contenant de I’a-MEM avec 10% SVF.

Pour la culture des cellules selon la méthode dite « optimisée », les cellules sont

directement ensemencées 4 une densité de 10 x 10° cellules / cm? dans du milieu IMDM avec
10% SVF dans des plaques 6 puits sans traitement préalable.

Quelle que soit la méthode de culture utilisée, les cellules sont laissées en culture
pendant au moins 12 heures a 37°C. Dés lors, le milieu de culture est changé une fois par
semaine pour la méthode « coatée » et remplacé a 50% du milieu tous les 3 jours pour la

méthode « optimisée ».
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C. Extraction et amplification des cellules souches mésenchymateuses

1. Matériel et réactifs

a) Matériel
- Microscope inversé a imagerie par contraste de phase, Olympus IMT-2 (Japon) et
Nikon DIAPHOT 300 (Japon)
- Boite de culture ventilée T75, avec un bouchon a filtre (réf. CC7682-4875, CytoOne)
- Boite carrée stérile (réf. C223693, Fisher, France)

- Cryotubes (réf. 11311675 Fisher, France)
- Tube Falcon de 50 mL (réf. 352098, Dutscher, France)
- Une pince, une pince a clamper, et une paire de ciseaux stériles

- Cellule de Thoma (réf. Chambre de Thoma, A4500T, Bioblock, France)

b)  Réactifs:
Milieu de culture :
- Alpha Modified Eagle Medium (a-MEM) (réf. Lonza, Belgique)
- Sérum de veau feetal (SVF, réf. F7524, Sigma, France) décomplémenté a +56°C

pendant 30 min et utilisé a 10% (v/v dans a-MEM).

- L - Glutamine a 2 mM (réf. G7513, Sigma, France)

- Antibiotiques : Pénicilline a 10 mU/mL / Streptomycine a 10 ng/mL (P/S, réf. 15070-
063, Gibco, France) et une solution antifungique (Fungizone 2,5 pg/mL, réf. Gibco,
France).

Lorsque le milieu de base est supplémenté avec les antibiotiques, la glutamine et le

SVF, il forme le milieu complet.

Solution de digestion

- Collagenase B a 2 mg/mL (réf. 1088815, Roche Applied Science, USA), dissous dans

du milieu a-MEM contenant des antibiotiques.
- Solution de trypsine-EDTA (réf. 25300-054, Sigma, France) initialement a une
concentration de 0,05% et diluée de moiti¢ dans de I’HBSS pour I’amener a la

concentration de 0,025%.
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Solution de congélation

Diméthyl sulfoxyde (DMSO) dilué a 10% dans du SVF (v/v) (réf. 5879, Sigma,

France).

Tampons

Pour laver les cellules ainsi que pour maintenir ’intégrité des tissus, des tampons
isotoniques, ayant un pH compris entre 7,2 et 7,4, et ne contenant ni calcium ni
magnésium sont utilisés. Les deux principaux tampons utilisés sont ’HBSS et le PBS.

- Tampon HBSS (réf.H2387, Sigma, France) reconstitu¢ dans de 1’eau distillée (pH 7,2).
- Tampon PBS (Phosphate Buffered Saline). Ce tampon contient du NaCl (137 mM),

KCI (2,7 nM), Na,HPO4 (10mM), KH,POy4 (1,4 mM) et D-glucose (1,0 g/L).

Ces deux solutions sont filtrées sur des filtres de 0,2 um (réf. PN 4612, Life Sciences)
puis conservées a 4°C.

- Ethanol 70% (prolabo)
- Bleu de trypan (réf. T8154 Sigma, France)

2. Extraction des cellules souches mésenchymateuses de la gelée de
Wharton

En nous basant sur deux études publiées (Mitchell 2003; Wang 2004), deux protocoles
d’extraction de CSM issues de la gelée de Wharton sont utilisés dans le cadre de ce travail. Le
premier protocole est appelé « méthode des explants » et se base sur la capacité de migration
des CSM. Le second repose sur une digestion enzymatique a la collagénase pour isoler les

cellules.

a) Méthode des explants

A T’aide d’une pince, le cordon est retiré de la boite de culture, puis placé dans une
boite carrée remplie d’HBSS (Figure 10). Afin d’éliminer les résidus sanguins, 1’extérieur du
cordon est lavé avec de 1’éthanol a 70% (A) puis divisé en plusieurs morceaux d’environ 5 cm
de longueur (B). Chaque morceau est découpé sur la longueur afin de retirer la veine et les
arteres a I’aide de la pince (C-D). Les morceaux restants (membrane ombilicale et gelée de
Wharton) sont récupérés avec la pince et déposé€s dans une autre boite (E a G). La gelée est
détachée de la membrane puis hachée en petits morceaux de 2 & 3 mm avant d’étre répartis
dans des plaques 6 puits (H-I). La gelée de Wharton est ensuite couverte de 2 mL de milieu
de culture, et laissée a incuber a 37°C sous deux conditions différentes : normoxie (21% de

di-oxygene (O,) et 5% de dioxyde de carbone (CO5)) et hypoxie (5% d’0O; et 5% de CO»).
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Figure 10 : Isolement de la gelée de Wharton a partir du cordon ombilical humain.

A. Le cordon ombilical est retiré du flacon T75 et lavé avec de I’éthanol a 70%. B. Découpage du cordon en
segments d’environ 5 cm de long C. Insertion de la pince dans la veine ombilicale. D. Incision longitudinale de
la paroi du cordon. E. Détachement de la veine ombilicale. F. Retrait des artéres ombilicales. G et H. Division
de la gelée de Wharton en des morceaux de 2 a 3 mm. |. Distribution des morceaux de gelée dans des plaques 6
puits.

b) Méthode enzymatique
Apres avoir retiré la veine et les artéres et coupé la gelée de Wharton en petits
segments, ces derniers sont placés dans un tube Falcon de S0mL contenant un volume de
20mL du milieu avec 1mg/mL de collagénase de type I et sont incubés pendant 16 heures
(37°C et 5% de CO,). Apres digestion, du milieu de culture est ajouté et le mélange est
ensuite centrifugé a 1258¢g pendant 15min. Une numération cellulaire et un test de viabilité au
bleu de Trypan sont réalisés. Les cellules sont réparties dans des boites de culture T75 a

raison de 1000 cellules vivantes/cm?.

3. Amplification en monocouche des CSM de la gelée de Wharton

Pour la méthode des explants, les plaques 6 puits contenant les morceaux de gelée de
Wharton sont légeérement agités chaque jour afin de favoriser la migration des cellules du tissu
feetal vers le support de culture. L’examen quotidien, au microscope inversé a contraste de
phase, renseigne sur I’adhésion, le bon étalement, et la morphologie des CSM au fond des
plaques 6 puits et montre la formation des petites colonies de cellules sous forme
fibroblastique (CFU-F). Apres 6 jours de culture, les morceaux de gelée sont retirés des puits.
Pour éviter toute contamination et afin d’éliminer toutes traces de cellules sanguines non
adhérentes, un double lavage a ’'HBSS est nécessaire avant de renouveler le milieu de culture.

Pour la suite de la culture ainsi que pour les cellules obtenues par digestion
enzymatique, le milieu sera changé deux fois par semaine. Les cellules sont laissées en culture

jusqu’a I’obtention de 80% de confluence (subconfluence).
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4., Fractionnement et conservation des cellules

a) Détachement des Cellules Souches Mésenchymateuses

Lorsque les cellules atteignent 80% de confluence, elles sont lavées deux fois avec 5
mL de tampon HBSS a 37°C dans le bain marie. Le décollement des cellules se fait soit en
grattant les cellules avec un grattoir de cellule, soit en laissant agir 5 mL de trypsine-EDTA
(0,025%) pendant 5 min a 37°C. Afin d’inhiber I’action de la trypsine, 5 mL du milieu de
culture complet sont ajoutés dans chaque boite de culture. La suspension cellulaire est donc
récupérée dans un tube de 50 mL et est centrifugée (300g pendant 10 min). Les cellules sont
remises en suspension et homogénéisées afin de réaliser la numération. Cette derniére
s’évalue par le test d’exclusion au bleu de trypan. Les cellules sont comptées sur une cellule
de Thoma. Les cellules mortes se colorent en bleu et ne sont pas estimées.

La densité d’ensemencement est de 10° cellules par cm”. Les cellules sont déposées
dans des boites T75 contenant déja 15 mL de milieu complet et sont ensuite placées dans des
incubateurs en conditions normoxie ou hypoxie. Dés lors le milieu est changé deux fois par
semaine.

Les cellules sont multipliées en monocouche jusqu’au passage 7. A I’issu de chaque
passage, une caractérisation des CSM est réalisée. Afin de procéder a I’étude du potentiel de

différentiation, les cellules sont congelées dans des cryotubes.

b)  Congélation et décongélation des cellules
Pour conserver des cellules inutilisées, a chaque passage, une partie du culot cellulaire
est suspendu dans du SVF supplémenté avec 10% de DMSO a 10° cellules/mL. La suspension
cellulaire est ensuite repartie dans des cryotubes et maintenue a -80°C pendant une nuit avant
d’étre conservée dans 1’azote liquide pour des utilisations ultérieures.

Les cellules cryoconservées dans 1’azote liquide sont décongelées dans un bain-marie a
37°C, puis diluées immédiatement dans le milieu de culture complet. Afin d’éliminer le
DMSO, toxique pour les cellules, ces dernic¢res sont lavées 2 fois dans le milieu de culture
complet par centrifugation (200g, 10 minutes). Le culot cellulaire est repris dans du milieu
complet et les cellules sont ensemencées avec ce méme milieu supplémenté a 20% de SVF.

Enfin, le renouvellement du milieu de culture est fait deux fois par semaine.
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I Prolifération et activité métabolique
A. Matériel et réactifs
1. Matériel

- Plaques 48 puits (réf. 677 180, Greiner Bio-one)
- Tubes Eppendorf DNase RNase free (réf. 3213, Costar)
- Centrifugeuse a Eppendorf (Bioblock Scientific 1-15, Sigma)

- Spectrofluorimétre : Varioskan (Thermoscientific)

2. Réactifs
- Milieu de culture : DMEM-F12 sans rouge de phénol supplémenté d'antibiotiques (réf.

21041, Gibco, France), de L-Glutamine a 2 mM, est appelé "milieu sans rouge de
phénol"

- Solution d'Alamar Blue : Alamar Blue™ (réf. DAL1100, Invitrogéne, France) utilisé a

10% (v/v dans du milieu sans rouge de phénol)

- Solution de Hoechst : Hoechst 33258 (réf. H3569, Invitrogeéne, France) a 0,1 ng/mL
dans un tampon de Hoechst (10 mM de Tris, 1 mM d’EDTA et 0,1 mM de NaCl a un
pH de 7,4)

- ADN de thymus de veau (réf. D3664, Sigma, France)

B. Temps de doublement

A partir de ’estimation du temps de doublement, nous avons recherché le rendement
des cellules souches mésenchymateuses par rapport au nombre initialement ensemencé. A
chaque passage et dés une confluence a 80-90% les cellules cultivées dans les deux conditions
de cultures citées précédemment sont grattées et comptées pour comparer 1’indice PD
(doublement de population ou population doubling) qui refléte la capacité de prolifération.
Plus les cellules prolifeérent, plus le PD est ¢élevé. Cet indice est calculé selon la formule PD=
(log Nf/Ni) / log 2, ou Nf est le nombre final de cellules obtenu et Ni le nombre de cellules
lors de I’ensemencement. D’autre part, le temps de doublement de population est obtenu selon
la formule TDP = tp x log 2 / (log Nf/Ni), ou t est le temps de culture (heures). Le TDP est
inversement proportionnel au doublement de population, donc plus les cellules proliferent

rapidement, plus le TDP est faible.
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C. Activité métabolique

1. Principe

La mesure de Dactivit¢é métabolique est évaluée au moyen d’indicateur coloré,
I’ Alamar Blue™, et d’un dosage d’ADN.

L’Alamar Blue™ est un indicateur Rédox qui s'oxyde lorsque la chaine respiratoire
mitochondriale fonctionne, sans capter ses ¢lectrons. Au cours de la respiration, les cellules
libérent des co-enzymes d’oxydo-réduction, tel que NADH, NADPH, FADH, et FMNH,, qui
réduisent I’ Alamar Blue™ présent dans le milieu. Plus 'activité mitochondriale est forte, plus
la réduction du composé d'Alamar Blue™ sera importante. Le pourcentage de réduction de
I’Alamar Blue™ est donc basé sur le taux d’oxydo-réduction de I’ Alamar Blue™ déterminé
par les mesures des absorbances a 570 nm (A570, absorbance du composé réduit) et a 600 nm
(A600, absorbance du composé oxydé).

Par ailleurs, ce composé est non toxique pour les cellules puisqu’il les laisse produire
I'ATP dont elles ont besoin et ne nécessite pas non plus leur lyse pour réaliser le dosage. Cela

permet notamment de suivre 1’évolution du signal de manicre cinétique.

2. Test d’alamar Blue™

Afin d’¢éliminer I’interférence du rouge de phénol, le milieu de culture est retiré, et les
cellules sont lavées avec du DMEM sans rouge de phénol pendant 2 minutes a 37°C. Puis
500uL d’une solution d’Alamar Blue™ a 10% dans DMEM sans rouge de phénol sont
déposés dans chaque puits. Les cellules sont alors incubées pendant 4h a 37°C, 5% COs,.
Parallelement aux échantillons, des contrdles négatifs sont préparés. Il s’agit de déposer
500uL de solution d’Alamar Blue™ dans un puits ne contenant pas de cellule et de laisser
incuber la solution dans les mémes conditions que celles mentionnées précédemment. Les
surnageants sont ensuite récupérés et la lecture de l'absorbance des composés réduits et
oxydés est faite a A = 570 nm et A = 600 nm, respectivement. Enfin, les cellules sont lavées
dans du DMEM sans rouge de phénol pour éliminer les traces d’Alamar Blue™ avant de
réaliser sur ces mémes échantillons un dosage d’ADN. Enfin, les rapports entre les composés

réduits et oxydés sont calculés selon la formule suivante :

(Ox600 X AbSecns70) — (Oxs70 X AbSech 600)

% de réduction =

(Rds70 X AbSc negs00) — (Rdeoo X Abs. negs)
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Ou
Absechs70 = absorbance a 570nm du surnageant de 1’échantillon
Abscchs00 = absorbance a 600nm du surnageant de 1’échantillon
ADS, negs70 = absorbance a 570nm du surnageant du controle négatif
ADS; negs00 = absorbance a 600nm du surnageant du controle négatif
Les coefficients d’extinction molaire sont connus :

0)(?570 = 80586 Ox600 =117216 Rd57() = 155677 Rd600 = 14652

II1. Marquage par immunofluorescence

A. Principe

1. Immuno-fluorescence indirecte :

Les récepteurs exprimés a la surface des cellules (marqueurs cellulaires) sont reconnus
spécifiquement par un anticorps (Anticorps primaire). Afin de mettre en évidence la
formation du complexe récepteur-anticorps primaire, un deuxiéme anticorps est utilisé
(Anticorps secondaire). Ce dernier est couplé a un fluorochrome et est dirigé spécifiquement
contre la partie Fc de I’anticorps primaire (Figure 11).

L’immuno-fluorescence indirecte est utilisée pour visualiser I’expression du collagene

de type I présent dans la gelée de Wharton.

’ Marqueur cellulaire
\ >_ Anticorps primaire
S <, <
7 7 N : .
N Anticorps secondaire

* Fluorochrome

N

T
Figure 11 : Principe de I’'immuno-fluorescence indirecte.

2. Immuno-fluorescence directe :
A la différence de ’'immuno-fluorescence indirecte, I’anticorps spécifique du marqueur
cellulaire est directement couplé a un fluorochrome (Figure 12).
L’immuno-fluorescence directe est utilisée pour identifiées les protéines membranaires
appelées clusters de différenciation (CD), dont la présence ou l'absence permettent de

déterminer le phénotype des cellules.
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‘ Marqueur cellulaire

Anticorps

[

e Fluorochrome

Figure 12 : Principe de I’'immuno-fluorescence directe.

B. Matériel et réactifs

1. Matériel
- Plaques 48 puits (réf. 677 180, Greiner Bio-one)
- Centrifugeuse "Labofuge 400" (Heraeus Instruments)

- Tube a hémolyse (réf. 212-1837, VWR)

2. Réactifs
- Milieu de culture DMEM F-12 sans rouge de phénol (réf. 11880, Gibco, France)

- Tampon Phosphate Buffer Saline (PBS) (réf. 14190, Invitrogeéne, France)

- Solution de bloquage : Albumine de Sérum Bovine (BSA, réf. A-9667, Sigma Aldrich,
France) utilisé¢ a 0,4% (p/v dans Milieu DMEM sans rouge de phénol). La BSA est

utilisée afin d’empécher toute fixation aspécifique des anticorps.

- Solution de perméabilisation : Triton X100 a 0,1% dans PBS a 37°C (réf. Sigma,

France)
- Solution de fixation : PAF (Paraformaldéhyde, réf. P6148, Sigma Aldrich, France) a
4% (p/v dans PBS)

- Anticorps impliqués dans un immunomarquage indirect (Tableau VII) ou dans un

immunomarquage direct (Tableau IX)
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Tableau VII : Anticorps impliqués dans un immunomarquage indirect.

Les anticorps (Ac) anti-collagene serviront d'Ac primaire dans les marquages de ces protéines. Ils vont se fixer
spécifiquement sur les protéines de collagene. L'Ac IgG-Alexa Fluor® 488 est I'Ac secondaire qui se fixera sur
la partie Fc des Ac primaires et rendra visible en microscopie confocale a fluorescence les protéines de
collagene.

Anticorps Spécificité de ’espéce Isotype Fournisseur (référence)
Anti collagéne type I Humain IgG (Lapin) Merck (234167)
Anti collagéne type I Humain IgG (Lapin) Merck (234188)
Anti collagene type X Humain IgG (Lapin) Merck (234196)
IgG-Alexa Fluor® 488 Lapin IgG (Chévre) Molecular Probes (A-
110008)
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Tableau VIII : Anticorps utilisés dans un immunomarquage direct.

Anticorps Fluorochrome Isotype Fournisseur (référence)
IgG1 FITC control FITC IgG1 (Souris) Dako (X0927)
IgG1 PE control PE IgG1(Souris) BD (555749)
IgG2a control PE IgG2a (Souris) BD (555574)
CD29 FITC IgG1(Souris) CYTO-STAT (6604105)
CD34 PE IgG1(Souris) BD (345802)
CD44 FITC IgG1(Souris) BC (IM12190)
CD45 FITC IgG1(Souris) BD (345808)
CD73 PE IgG1(Souris) BD (550257)
CD90 PE IgG1(Souris) BD (555596)
CD105 PE IgG1(Souris) BC (A07414)
CD146 PE IgG1(Souris)  BioCytex (5050-PE100T)
CD164 PE IgG2a (Souris) BD (551298)
CD166 PE IgG1(Souris) BD (559263)
HLA-DR FITC IgG1(Souris) BC (IM0463U)
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C. Marquage du collagene de types [, Il ou X dans la gelée de Wharton

Un "controle négatif" et un controle ne contenant que I'Ac secondaire sont faits. Le
premier va subir tous les lavages sans aucun marquage, et le second contréle va subir les
lavages et sera mis en présence seulement de 1'Ac secondaire pour vérifier qu'il ne se fixe pas
aspécifiquement sur les échantillons.

Les morceaux de la gelée de Wharton, répartis dans une plaque de 24 puits, sont
incubés dans 500 puL de solution de blocage pendant 15 min. Pour réaliser I'immunomarquage,
les échantillons sont incubés 45 min, a température ambiante avec 200 pL de solution de
blocage contenant soit I’anticorps anti-collagéne de type I, IT ou X, dilués au 50°™ dans du
DMEM sans rouge de phénol. Puis, les échantillons sont lavés dans 500 pL de solution de
blocage pendant 10 min avant d’étre incubés avec 200 pL de solution d’immunomarquage
contenant ’anticorps secondaire (dilution au 50°™ dans du DMEM sans rouge de phénol)
pendant 45 min, a température ambiante et a I’abri de la lumiére. Apreés 10 min de lavage avec
du DMEM sans rouge de phénol, les échantillons sont fixés dans 500 pL de solution de
fixation pendant 10 min avant d'étre a nouveau lavés dans du DMEM sans rouge de phénol

puis conservés a +4°C ou observés en microscopie confocale.

D. Marquage des clusters de différenciation exprimés par des CSM dans la
Gelée de Wharton

Des coupes fines du cordon sont remises dans des plaques de 12 puits. Elles sont
lavées deux fois avec 2 mL du RPMI 1640 sans rouge de phénol et 1’anticorps (AC) dilué
dans 300 uL du RPMI-BSA 1% y est ajouté dans les conditions de dilution indiquées par les
fournisseurs, pendant 50min sous légeére agitation a la température ambiante et a 1’abri de la
lumiére. Les tissus sont de nouveau lavés sous légere agitation avec du RPMI sans rouge de
phénol pendant 30 min, puis fixés avec 2 mL de PAF 4% pendant 1h a la température
ambiante. Le PAF est retiré et les tissus sont perméabilisés avec 500 pL de Triton X100 0,5%
pendant 15min qui permet de digérer les phospholipides composant la membrane
cytoplasmique, créant ainsi des pores qui permettront I’entrée de 1’ Anticorps. Le marquage
des filaments d’actine est donc réalisé en incubant pendant 30 min a la température ambiante
et a ’abri de la lumiére avec 500 pL de phalloidine Alexa® 488 (A, = 488 nm, Aey = 519 nm,
Invitrogen, USA) diluée au 1 :100 dans du Triton X100 0,1%. La phalloidine étant une grosse
molécule, la dilution dans le Triton lui facilite le passage a travers la membrane
cytoplasmique. Le milieu est retiré et deux lavages sont effectués avec du RPMI. Enfin les

cellules sont prétes a étre observées directement ou peuvent €tre conservées quelques jours a
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4°C et a l’abri de la lumiére dans RPMI sans rouge phénol jusqu’a l’observation en
microscopie confocale.
Un contréle négatif (tissu sans AC) a été effectué aux mémes temps que les

¢chantillons, afin de prendre en considération une éventuelle auto-fluorescence des cellules.

E. Marquage des clusters de différenciation exprimés par des CSM en culture
en monocouche

De PO a P6, quelles que soient les conditions de culture, lorsque les cellules arrivent a
80% de confluence, elles sont grattées puis diluées dans du DMEM sans rouge de phénol
avant d’étre centrifugées. Le culot cellulaire est suspendu dans du DMEM sans rouge de
phénol afin de pouvoir déposer 100 000 cellules par tube a hémolyse ; tubes servant pour la
cytométrie en flux. Les sites de fixation aspécifiques des cellules sont bloqués en ajoutant 500
pL de solution de blocage au culot cellulaire pendant 5 min. Aprés une nouvelle
centrifugation, le "contréle négatif" (sans Ac), les "contrdles isotypiques"” et les échantillons
sont préparés en suspendant le culot cellulaire avec les solutions de blocage contenant 10uL
d’anticorps couplés au fluorochromes. Aprés 30 min d’incubation a 1’abri de la lumicre, le
marquage est arrété par addition de 500 uL de DMEM sans rouge de phénol. Aprés une
centrifugation (5 min a 200g), le culot cellulaire est suspendu dans 300 uL de DMEM sans
rouge de phénol. Les échantillons sont ensuite analysés par cytométrie en flux en mesurant
'émission de fluorescence des cellules marquées avec des Ac couplés au FITC (Fluorescéine

IsoThiocyanate, Aemission = 518 nm) ou a la PE (phycoérythrine, A¢mission = 578 nm).

F. Marquage du cytosquelette

Le marquage des microfilaments de F-actine est réalisé en présence de phalloidine-
Alexa 488 apres avoir fixé et perméabilisé les échantillons. Pour cela, chaque échantillon de
gelée de Wharton est placé dans un puits d'une plaque 48 puits, puis lavé avec 500 uL de PBS
pendant 10 min. Les échantillons sont fixés dans 200 pL de solution de fixation, pendant 5
min. Apres un nouveau lavage avec du PBS, les cellules sont perméabilisées avec 200 puL de
solution de Triton a 0,1%, pendant 15 min. Puis, 200 pL de la solution Phalloidine-Alexa 488
sont ajoutés et incubés pendant 30 min. Le marquage est ensuite arrété en ajoutant 500 puL de
DMEM sans rouge de phénol. Les échantillons sont lavés deux fois dans du DMEM sans
rouge de phénol pendant 5 min et conservés avec ce méme milieu a +4°C et a 1'abri de la

lumicére, jusqu'a 1'observation de la fluorescence a I'aide du microscope confocal.
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Un controle négatif (gelée de Wharton non marquée) est préparé en méme temps que
les échantillons, afin de prendre en considération 1’auto-fluorescence des cellules lors du

réglage du microscope confocal.

IV.  Observation de la fluorescence au microscope confocal a balayage laser

Les observations des filaments d’actines, et des protéines collagéniques sont réalisées
en utilisant un microscope confocal (réf. TCS SP2-AOBS, Leica microsystems, Allemagne)
avec un objectif X40 (ON = 0,8, a immersion a eau) ou X10 (ON = 0,3). Deux fluorescences
sont observées : le vert, avec 1'Alexa 488 et Syto 16 qui sont excités a une longueur d'onde de
488 nm et I'énergie fluorescente est récoltée a une longueur d'onde de 519, et le rouge avec
PKH 26 0oU Aexcitation = 551 nm et Aemission = 567 nm. Les réglages ont été optimisés avec les
différents contrdles : négatifs et de 1'Ac secondaire. Des images de haute résolution (512 x

512 pixels) ont ainsi été obtenues.

A. Principe de la microscopie monophotonique

La microscopie de fluorescence classique constitue une avancée technologique
majeure dans 1’imagerie cellulaire et tissulaire. Or, les images acquises présentent une perte
de résolution qui se manifeste par la présence de la lumicre parasite provenant de 1’émission
de fluorescence par les fluorochromes situés hors du plan confocal. La microscopie confocale
a balayage LASER (ou CLSM, Confocal LASER Scanning Microscopy) résout ce probléme
en utilisant un diaphragme de diametre treés fin appelé pinhole, permettant de collecter
uniquement la fluorescence émise dans le plan focal en €¢liminant la lumiere parasite. Ainsi,
seule la lumiere d’émission de fluorescence provenant du plan focal est collectée au niveau du
photomultiplicateur (PMT) pour constituer I’'image. L’ouverture du diaphragme conditionne
en grande partie la qualit¢é de I’image en éliminant la lumicre parasite. L’excitation du
fluorochrome par un faisceau laser résulte de I’émission de fluorescence. Il existe plusieurs
sources d’excitation, mais les plus utilisées sont: les lasers argon/krypton (488 nm) et
hélium/néon (568-633 nm). Apres excitation, la fluorescence est réémise et récupérée par un
diaphragme présent a 1’entrée du photodétecteur qui récolte uniquement les photons provenant
du point excité. Les photons captés sont ensuite amplifiés puis transformés en signaux
¢lectriques dont I’intensité¢ est proportionnelle au nombre de photons captés. L’acquisition
d’images en 3D ce fait par balayage de laser qui permet la visualisation des échantillons
biologiques en trois dimensions, en fournissant des images de haute résolution. La

construction de 1’image totale de 1’objet nécessite le balayage du faisceau laser point par point
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a I’aide d’un systéme constitué de deux miroirs appelés miroirs galvanométriques qui vibrent
en x et en y. le déplacement en hauteur selon 1’axe z est réalisé grace a une sur-platine (quartz
piézo-¢lectrique) faisant varier le plan de mise au point, ce qui permet d’obtenir une série de
coupes optiques appelées série z.

Pour notre étude les images ont été acquises sur deux endroits différents : dans la gelée

de Wharton et dans la veine.

B. Principe de la microscopie multiphotonique

Selon une étude publiée par notre laboratoire, la modification de la matrice extra
cellulaire par compression mécanique ou réaction biochimique (environnement hypoxie ou
action de collagénase) a pu étre caractérisée. Ainsi, les principaux composants de I'ECM
cartilagineux peuvent étre observés sans marquage fluorescent. En particulier, le réseau de
collagéne émet un fort signal de la génération du second harmonique (SHG) qui pourrait étre
recueillie a la moitié de la longueur d'onde d'excitation. La combinaison de la détection du
signal d'autofluorescence et SHG permet d'obtenir des informations structurales
complémentaires. Cette méme étude a montré que la microscopie multiphotonique représente
un outil approprié pour l'imagerie du cartilage en ex vitro, en montrant que le signal SHG
vient précisément de collagéne (digestion a la collagénase), et que l'utilisation d'un filtre
passe-bande approprié permet de rejeter I'autofluorescence de 'ECM. La spécificité de cette
méthode optimisée permet d’effectuer une analyse de texture des images par SHG et
d’observer la restructuration du réseau de collagéne en fonction des contraintes (Werkmeister

2009).

V. Analyse par cytométrie en flux

A. Principe

La cytométrie en flux est une méthode d'analyse semi-quantitative de signaux optiques
ou physiques émis par une particule coupant le faisceau lumineux d’un laser. En effet, elle
permet de distinguer des populations cellulaires en fonction de leur taille et de leur granulosité
(dépendant de la composition du cytoplasme, des organites, ...) et d'y sélectionner une
population de cellules d'intérét. Pour obtenir ces parameétres, les cellules passent une a une
devant un laser. Les signaux de la diffusion, récoltés sous un angle de 90° (Side Scatter, SSC),
correspondent a la structure intracellulaire de la cellule (réfringence du cytoplasme,

morphologie, rapport nucléo-cytoplasmique). Les signaux de diffraction sont récoltés, c'est a
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dire dans un petit angle de diffusion (Forward Scatter, FSC), donnent des informations sur la
taille des cellules. Enfin, aprés un immunomarquage fluorescent, le laser peut exciter le
fluorochrome qui va émettre de 1'énergie a une longueur d'onde supérieure a 1'énergie du laser
et la fluorescence va étre captée par l'appareil. Ainsi, les données de ces trois parameétres vont
étre collectées par des photomultiplicateurs (PMT), puis amplifiées, numérisées, traitées et
finalement stockées par un ordinateur. L’ordinateur calcule les données statistiques associées
aux distributions des parameétres et permet de savoir pour une population donnée le

pourcentage de cellules positives a un immunomarquage.

B. Matériel et réactifs

1. Matériel
- Cytométre en flux (Fluorescence Activated Cell Sorter, Facs Canto 1, réf. BD

Pharmingen).

- Logiciel : Diva FACs quanto

C. Analyse des échantillons par cytométrie en flux

Les cellules sont analysées sur le cytométre BD Facs Canto. Un minimum de 10 000
évenements est collecté lors de chaque analyse. La population cellulaire est repérée sur le
scattogramme en fonction de la taille et de la granulosité de cellules. Une fenétre prenant en
compte uniquement cette population est dessinée afin d’éliminer les débris cellulaires, ou les
doublets et triplets de cellules. Ainsi, les valeurs de SSC (Side Scatter) et de FSC (Forward
Scatter) sont réglées de facon a bien visualiser la population cellulaire et les microsphéres de
calibration. Sur I’histogramme de fluorescence, la tension du photomultiplicateur (PMT) est
réglée de maniere a ce que les cellules non marquées (le controle négatif qui permet de
s’affranchir de I’autofluorescence des cellules) ainsi que les cellules incubées en présence
d’immunoglobulines non spécifiques (controle isotypique permettant de s’affranchir de la
fluorescence du marquage aspécifique) apparaissent négatives. La tension du PMT ne doit
plus étre touchée apres ce réglage afin de ne pas faire d’erreur sur la lecture des intensités de
fluorescence des échantillons analysés. L’intensité de fluorescence de la population cellulaire
est mesurée automatiquement par le cytomeétre et analysée a ’aide du logiciel Diva FACs
quanto (Becton Dikinson). Les résultats obtenus par cytométrie en flux, sont exprimés en

pourcentage de cellules positives pour un marqueutr.
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VI.  Différenciation des CSM en trois lignées cellulaires

A. Différenciation ostéocytaire

Pour l'ostéogeneése, lorsque les cellules arrivent a 80% de confluence, elles sont
trypsinées dans une solution de trypsine-EDTA a 0,025% selon le protocole décrit au
paragraphe (I1.C.4.a.), lavées dans le milieu de culture I et ensemencées a 1000 cellules par
cm’ dans des plaques six puits. A sub-confluence, le milieu de culture est alors retiré et les
cellules sont lavées dans du tampon HBSS avant de déposer dans chaque puits un milieu
d'induction spécifique de la différenciation ostéocytaire (milieu III). Les cellules sont remises
en culture pendant 21 jours et le renouvellement du milieu de culture III est effectué deux fois
par semaine. La révélation de la différenciation ostéogénique a été réalisée par la coloration
en Rouge Alizarine. Elle est utilisée pour identifier les dépots calciques durant le processus de
différenciation ostéogénique. Le calcium forme un complexe avec le rouge alizarine par
chélation. Aprés ¢élimination du milieu de culture, les cellules sont rincées avec du PBS puis
fixées au PAF 4% pendant 1 heure a la température ambiante. Apres trois ringages avec de
I’eau distillée, les cellules sont incubées avec la solution de Rouge Alizarine pendant 10
minutes. La réaction est arrétée par des ringages successifs avec de I’eau distillée puis les
cellules sont laissées dans du PBS pendant 15 minutes sous légere agitation. Enfin, les
cellules sont laissées sécher avant d’étre observées au microscope.

Le Rouge Alizarine est utilis¢é pour identifier les dépots calciques. Le fond
cytoplasmique est orang¢ pale, les sels de calcium (phasphates et carbonates) sont orange vif

a rouge, le tissu conjonctif et les noyaux ne sont pas colorés.

B. Différenciation adipocytaire

Pour induire la différenciation adipogénique, les cellules sont trypsinées puis
ensemencées dans des plaques 6 puits a une densité de 1000 cellules / cm” dans un milieu de
croissance normale (milieu I). Ce dernier est changé 2 fois par semaine jusqu’a 80% de
confluence, puis le milieu de croissance a été remplacé par un milieu de différenciation
adipogénique consistant du milieu [ avec 1 pM dexamethasone, 60 uM indomethacin, 0,5 mM
3-isobutyl-1-methyl-xanthine, et S5pug/ml insuline. Les cellules sont cultivées pendant trois
semaines.

Pour visualiser les vacuoles lipidiques, une coloration avec du I’huile rouge O est
utilisée permettant la mise en évidence de la différenciation adipocytaire.

Les cellules ont été lavées 2 fois avec du PBS et fixées avec du méthanol a 4°C

pendant 2min, puis rincées une fois avec de 1’éthanol 50°. Les cellules sont ensuite incubées
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dans une solution d’huile rouges O (2mL / puit) a 37°C dans une étuve pendant 10min. Enfin,
elles étaient rincées deux fois avec de 1’eau distillée, laissées sécher et les cellules étaient
observées a I’aide d’un microscope optique.

L’huile rouge O permet d’identifier les lipides hydrophobes en phase liquide
(gouttelettes lipidiques contenues dans les cellules) par un mécanisme physique de transfert
d’un corps coloré (lysochrome) du solvant dans lequel il se trouve (alcool, diacétine, ...) au

corps gras en phase liquide.

C. Différenciation chondrocytaire

A 80% de confluence, les cellules sont détachées en utilisant 0,025% de la trypsine,
selon le protocole décrit dans le paragraphe (I.C.4.a.), et lavées deux fois avec le tampon
HBSS préchauffé a 37°C. Un test de viabilité cellulaire est effectué a 1’aide du bleu de trypan.
Le culot cellulaire, obtenu lors du lavage des cellules, est resuspendu dans le milieu I afin
d’obtenir environ 3 x 10° cellules viables/ml. Un mL de cette suspension est déposée au fond
d’un tube Falcon de 15mL puis centrifugées a 200g pendant 5 minutes, a température
ambiante pour former un culot cellulaire appelé micromasse. Chaque micromasse est
maintenue en culture pendant 24 heures dans le milieu I. Le milieu I est ensuite retiré et les
micromasses sont maintenues en culture dans du milieu de différenciation chondrocytaire
(milieu II) pendant 28 jours. Le milieu II est renouvelé tous les 3 jours. Pour visualiser
I’engagement des CSM dans la chondrogénése, la morphologie des cellules, les
protéoglycannes et les collagénes totaux sont observés grace, respectivement, aux colorations
d’HES (Hématoxyline-Eosine-Safran), Rouge Sirius et Bleu Alcian.

Les micromasses sont fixées a 1’aide d’une solution de fixation a température ambiante
pendant 4 heures. Elles sont ensuite placées toute une nuit a 4°C dans une solution de lavage.
Les constructions subissent ensuite une série de déshydratation progressive dans des bains
croissants d’alcool (alcool 70° pendant 1h minimum, alcool 95° 2 fois 1 heure, alcool absolu
3 fois 1 heure). L’alcool est ensuite éliminé par 3 bains de 15 minutes dans du toluéne.

Pour I’inclusion en paraffine, les prélévements sont placés dans des cassettes en
plastique de facon a les laisser s’imbiber dans un bain de paraffine liquide (58°C) pendant 2 a
3 heures. Les prélévements sont ensuite inclus, définitivement, dans la paraffine et les blocs
sont solidifiés par la diminution de la température.

Des coupes de 5 um sont réalisées a 1’aide d’un microtome. Les lames sont ensuite

colorées avec un appareil a coloration automatisé.
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Tableau IX : Composition des milieux de culture utilisés pour induire la différenciation des
CSM en chondrocytes (milieu II), ostéocytes (milieu III) et adipocytes (milieu IV).

. Milieu II Milieu III Milieu IV
Milieu [ (CSM) (Chondrocytes) | (Ostéocytes) (Adipocytes)
o-MEM ¢ ¢ ¢
DMEM-HG ¢
SVF a 10%
Glutamine a 2mM ¢ ¢ ¢ ¢
Antibiotiques ¢ ¢ ¢ ¢
B-glycerol phosphate R
10 mM
Pyruvate de Sodium R
a 100 pg/mL
L-Proline a 40 R
pg/mL
L-acide ascorbique . .
a 50 ng/mL
Dexaméthasone a
100 nM ¢ ¢ '
ITS 1% ¢
TGF-p1 10 ng/mL ¢
Indomethacine a .
60pM
3-isobutyl-1-methyl- N
xanthine a 0,5 mM
Insuline & Spg/mL ¢

VII. Analyse de la synthése matricielle par histologie et différenciation des CSM
dans différents tissus mésodermiques

La capacité des CSM a engendrer différents types cellulaires issus du mésoderme
(notamment chondrocytes, ostéocytes et adipocytes) est étudi¢e au cours de 1’amplification en

monocouche (P1 a P7), dans des conditions normoxies ou hypoxies.

A. Principe

Les colorants utilisés sont I’HES, le Rouge Sirius et le Bleu Alcian :

- L’HES (Hématoxyline-Erythrosine-Safran) : L’hématoxyline (0,5 %, 5 min), I’éosine (1 %,
5 min), et le safran (1 %, 5 min).

- La coloration au Rouge Sirius est réalisée avec une solution saturée en acide picrique a 0,1

%. Les lames sont alors rincées dans un bain d’acide chlorhydrique 0,01N pendant 2 min puis
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dans une solution d’alcool a 95 °C et enfin dans de I’alcool absolu pendant 2 min. Elles sont
ensuite déshydratées et montées avec la résine synthétique PERTEX.

- La coloration au Bleu alcian est réalisée avec une solution de bleu Alcian a 0,1% pendant 2
heures, puis des ringages a 1’eau courante. Un bain de 10 min dans la solution de Kernechtrot
est ensuite réalisé. Les échantillons sont ensuite déshydratés dans des bains d’alcool croissants
(1 min alcool 95 °C, et 5 min alcool absolu).

Apres les colorations, les échantillons peuvent étre observés sous le microscope. Les lames
colorées au Rouge Sirius, sont dans un premier temps, observées en lumiére classique puis en
lumicre polarisée en disposant les lames a 45° sous un microscope équipé¢ de deux filtres
spécifiques. La lumicre polarisée permet de visualiser I’architecture du réseau collagénique.

L’HES est un colorant, permettant de visualiser la morphologie des cellules puisque
I’hématoxyline colore les noyaux en violet foncé (structures basophiles), 1’éosine se fixe sur
les ¢léments acidophiles et leur confére une coloration rose (cytoplasme), tandis que le safran
se lie aux collagenes (coloration jaune).

Le Rouge Sirius est un colorant anionique du collageéne. La réaction se produit entre les
groupements sulfoniques du colorant et les groupements basiques présents sur les molécules
de collagéne.

Le Bleu Alcian permet de mettre en évidence les mucopolysaccharides. A un pH acide
(de 1,3 utilisé dans cette étude), il colore uniquement les polysaccharides sulfatés en bleu
comme les GAG (sauf l'acide hyaluronique qui n'est pas sulfaté). Il met ainsi en évidence
indirectement les protéoglycannes. Pour visualiser plus précisément les cellules, le noyau est

coloré en rouge avec une solution de Kernechtrot.

B. Matériel et réactifs

1. Matériel
- Plaques six puits (réf. 657160, Greiner, Bio-one)
- Tube propylene de 15 mL (réf. 352097, Dutscher, France)
- Appareil a coloration automatisé (Tissue TekDRS, réf. Sakaura, Japon)
- Résine de montage PERTEX (réf. 02407831, Baler, France)
- Cassette (réf. M490-6, Simport)
- Mousse en forme de rectangle (réf. M476-1, biopsy foam pads, Simport, Canada)
- Appareil pour la déshydratation : ASP 300S (réf. Leica, Allemagne)
- Appareil pour l'inclusion : Tissue - Tek® DRS 2000E-D2 (réf. Sakura)
- Microtome RM 2135 (réf. Leica, Allemagne)
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- Lame pour le microtome (réf. Acu Edge 4690, Sakura)
- Lames de verre (réf. LCSF02, Menzel-Glaser SUPERFROST®, Thermo Scientific)
- Microscope optique : DMD 108 (réf. Leica, Allemagne)

. Réactifs

- Tampon HBSS (réf. H2387, Sigma, France) reconstitué dans de 1’eau distillée (pH
7,2).

- ITS (Insulin, Transferring, Selenous acid) a 25 mg (réf. 11884, Sigma, France) utilisé a
1% (p/v dans DMEM-HG).

- Solution de trypsine-EDTA (réf. 25300-054, Sigma, France) initialement a une
concentration de 0,05% et diluée de moiti¢ dans de I’HBSS pour I’amener a la
concentration de 0,025%.

- Glutamine a 2 mM (réf. 25030, GibcoBRL, France)

- Dexamethasone a 100 mg (réf. D4902, Sigma, France) utilisé a 10'M (dans DMEM-
HG).

- TGF-B1 a2 pg/tube (réf. T7093, Sigma, France) utilisé a 10 ng/ml (dans DMEM-HG).

- Acide L-ascorbique a 25g (réf. A4544, Sigma, France) utilisé a 50 uM (dans DMEM-
HG).

- L-proline a 25 g (réf. P5607, Sigma, France) utilisé a 40 ug/ml (dans DMEM-HG).

- Pyruvate de sodium a 25g (réf. P5280, Sigma, France) utilis¢ a 1 mM (dans DMEM-
HG).

- Indomethacine a 60 uM (réf. 57413, Sigma, France).

- 3-isobutyl-1-methyl-xanthine a 0,5 mM, (réf. 15879, Sigma, France)

- Insuline a Spg/ml (réf. 16634, Sigma, France)

- Solution de fixation : Paraformaléhyde (PAF, réf. P6148, Sigma, France) a 4% (p/v),
10 mM de CaCl, dans un tampon cacodylate (réf. C0250, Sigma, France) a 0,1 M.

- Solution de lavage : 50 mM de BaCl, (réf. B0750, Sigma, France) dans un tampon
cacodylate a 0,1 M.

- Alcool absolu (Prolabo) est dilué a 70° et 95° dans de 1’eau distillée ;

- Solution d’acide picrique a 0,1% : acide picrique (réf. 20.642, Prolabo, France)

- Solution de Bleu alcian a 0,1% : Bleu Alcian 8GX Gurr (réf. M/N24, Searle
Diagnostic, France)

- Solution d'Hémathoxyline : Haematoxyline (réf. 34034, Gurr microscopy material)

- Solution d'éosine : Erythrosine 239 (réf. 312820-0100, réactifs ral) dilué¢ a 1% dans de
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l'eau distillée.

- Solution de Safran : pistil de safran (réf. 11507736, Labonord) dilué a 1% dans de
l'alcool absolu.

- Solution de Kernechtrot a 0,1% : 0,5 g Kernechtrot (réf. 5189, Merck, USA) et 25 g de
sulfate d’aluminium (réf. 21070.297, Prolabo, France) sont dissouts dans 500 mL
d’eau distillée.

- Rouge Alizarine S (réf. A5533, Sigma, France)

- Tissue Clear (réf. 1466 Tissue-Clear® 5 L Xylene Substitute, Sakura)

- Huile Rouge O (réf. 00625, Sigma, France)

- PBS (réf. 14190, Invitrogéne, France)

Les colorations a I’HES (Hématoxyline-Erythrosine —Safran), au Rouge Sirius, au Bleu
Alcian, au Rouge Alizarine et a I’Huile Rouge O sont utilisées respectivement pour visualiser
la morphologie des cellules, le collagene, les GAGs, les dépdts calciques et les vésicules

lipidiques.

VIII. Analyse Statistique

Toutes les données sont présentées selon leur moyennes + 1'écart-type moyen (ETM).
Pour chaque étude, un minimum de 3 intra-essais est réalisé. Les différences statistiques entre
les groupes d'expériences sont analysées par une analyse de variance par un test ANOVA a
une ou deux directions a l'aide du logiciel GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, USA).
Un test T de Tukey ou de Bonferri est effectué¢ et les valeurs p inférieures a 0,05 sont

considérées comme significatives statistiquement.
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Chapitre 3. Résultats
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L. Isolement des cellules souches mésenchymateuse du sang placentaire

L’objectif de ce travail a été¢ de choisir la meilleure méthode pour cultiver les CSM
issues du sang placentaire. Pour cela, deux méthodes ont été testées : la méthode dite
« coatée » et la méthode « optimisée ».

Le tableau X résume les caractéristiques des prélévements traités. Les 15 sangs
placentaires ont été traités dans les 6 heures qui ont suivi leur prélévement. La quantité
moyenne de sang récolté, par les sages-femmes de la Maternité Régionale, était de 62,4+8mL
pour les sangs destinés a la méthode optimisée (N=5) et de 68,9+14mL pour ceux destinés a la
méthode coatée (N=10). Aprés purification des cellules mononucléées, 1,3.10%+0,4.10° et
1,7.10%+0,6.10° cellules/mL ont été prélevées et mises en culture, respectivement pour la
méthode « optimisée » et la méthode « coatée ». Apreés 24 heures, les cellules non adhérentes
ont été retirées complétement par changement du milieu pour la méthode « coatée ». Pour la

méthode « optimisée » seul 50% du milieu a été changé.

Tableau X: Caractéristiques des prélévements de sang placentaire obtenus.

Méthode « Optimisée » Méthode « Coatée »
Nombre d’échantillons traités 5 10
Durée séparant la collecte de < 6h < 6h
I’isolement des cellules
Volume de sang recueilli (mL) 62,4+ 8,0 68,9+ 14,0
Cellules mononuclées x 103/ mL 1,3+0,4 1,7+ 0,6

D’apres la figure 13, il apparait qu’au cours du premier passage (P1), si les cellules
cultivées par la méthode « optimisée » atteignent la confluence apres 11 jours de culture, il en
fallait en moyenne 19 pour les cellules cultivées par la méthode « coatée ». A partir de P2,
plus aucune différence significative n’est observée entre les deux méthodes. Les cellules

atteignaient la confluence a partir d’environ 17 jours de culture (Figure 13).

101



RESULTATS

20 B Méthode Opltimale
18 -

B Méthode Coatée
16 -
14 -

Jours
i
o

[~ TN ST W)

Pl P2

Figure 13: Comparaison de la durée de culture au cours de I’expansion en monocouche des
CSM issues de sang placentaire et maintenues en culture par la méthode « optimisiée » et la

méthode « coatée ».

La méthode « optimisée » nécessite moins de temps pour le premier passage par rapport a la méthode
« coatée », par contre au cours du deuxieme passage, la durée de temps du passage pour la méthode « coatée »
est inférieur a celle de la méthode « optimisée » (N=1).

Avec la méthode « coatée », lors de la culture en P1, deux morphologies cellulaires
ont pu étre observées au microscope a contraste de phase : des cellules sphériques et des
cellules fusiformes. Aprés un passage, toutes les cellules présentent une forme fusiforme
(Figure 14). En revanche, I’observation des cellules cultivées par la méthode « optimisée » a
montre que, quel que soit le passage (P1 ou P2), toutes les cellules adoptaient une forme
sphérique (Figure 15). En comparant le profil des cellules cultivées par la méthode
« optimisée » par rapport a des cellules en suspension dans le méme milieu de culture que les
cellules étudiées, il est apparu que les cellules adhérentes possédaient un étalement plus

important et une hauteur moindre que les cellules en suspension.

Figure 14 : Morphologie des CSM obtenues par la méthode coatée au cours du P1 (A) et du
P2 (B).

Lors de la culture en P1, deux morphologies sont observées au miscroscope a contraste de phase : des cellules
sphériques et des cellules fusiformes. Lors du P2, toutes les cellules présentent une forme fusiforme.
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Controle : Cellule

Figure 15 : Morphologie des CSM obtenues par la méthode « optimisée » au cours du P2.

L observation des cellules, en microscopie a contraste de phase, a montré que, quel que soit le passage (P1 ou
P2), toutes les cellules adopaitent une forme sphérique. En comparant le profil des cellules par rapport a des
cellules en suspension dans le méme milieu de culture, il est apparu que les cellules adhérentes possédaient un
étalement plus important et une hauteur moindre que les cellules en suspension.

Enfin, quelle que soit la méthode de culture utilisée, le taux de succes de la culture n’a

jamais dépassé 20% pour la méthode « optimisée » et 10% pour la méthode « coatée ».

IL. Caractérisation des cellules souches de la gelée de Wharton

La seconde partie de notre travail s’est portée sur la caractérisation des CSM de la
gelée de Wharton lorsque ces derniéres sont maintenues dans leur environnement
physiologique mais aussi sur une estimation du nombre de cellules potentiellement
disponibles au sein de cette matrice ombilicale.

Pour cela, une analyse de 1I’environnement matriciel mais aussi du phénotype des CSM
a été réalisée par microscopie confocale monophotonique (immunofluorescence) et
multiphotonique (Génération de seconde harmonique). L’estimation du nombre de cellules a
été réalisée apres digestion enzymatique de la gelée de Wharton provenant d’un centimetre de

cordon ombilical.

A. Identification des CSM et de leur environnement dans la Gelée de Wharton

Les CSM ont ét¢ identifiées, dans une section de cordon ombilical, d’une part grace au
marquage de I’actine a la phalloidine couplée au fluorochrome Alexa-488 et d’autre part par
histologie avec une coloration a I’HES. L’environnement matriciel a, quant a lui, été observé

de maniere globale par histologie afin de visualiser les glycosaminoglycannes (coloration au
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Bleu Alcian) et les collagenes totaux (coloration au Rouge Sirius). Enfin, une observation en
microscopie confocale (imagerie par Génération de Seconde Harmonique et
immunomarquage) a permis d’affiner le type de collagéne synthétisé au sein de la gelée de
Wharton.

L’observation des coupes de cordon ombilical marquées a ’HES a montré que la gelée
de Wharton, colorée en jaune orangé sur la figure 16, englobait chaque vaisseau composant le
cordon ombilical (artéres et veine). Ce tissu conjonctif contenait des cellules entourées d’une
abondante matrice extracellulaire composée de collagenes (Figure 17 A, B et C) et de
glycosaminoglycannes (Figure 17 D, E et F). La densité cellulaire semblait, cependant, plus
importante dans 1’espace périvasculaire qu’au centre de la matrice ombilicale et inversement
pour la matrice extracellulaire (Figure 16 et Figure 17).

La morphologie des cellules a été observée au microscope confocal aprés un marquage
a la phalloidine-Alexa488. Cette observation a montré que, quelle que soit la localisation des
cellules dans la matrice ombilicale, les cellules formaient un réseau tridimentionnel et

présentaient une morphologie fusiforme, étoilée (Figure 18).

Proche de ’artére Proche de la veine Proche de I’épithélium

C

X10

X20

Figure 16 : Observation des cellules dans la gelée de Wharton proche des arteres (A et D), de
la veine (B et E) et de I’épithélium (C et F).

Etude réalisée par coloration a HES (A a C : Objectif 10 ; D a F : Objectif 20). L observation des coupes de
cordon ombilical marquées a I’HES a montré que la gelée de Wharton englobait chaque vaisseau (artéres ou
veine). Ce tissu conjonctif se compose de cellules entourées d’'une abondante matrice extracellulaire colorée en
Jjaune orange. 1l semble, cependant, qu’il existe une hétérogénéité dans la répartition des cellules et de leur
matrice extracellulaire (Figure 21 A-C).
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Proche de ’artére Proche de la veine Proche de I’épithélium

Bleu

Alcian

Figure 17 : Observation des glycosaminoglycannes et des collagenes totaux présents dans le
cordon ombilical.
Etude réalisée a partir d’une coloration au Bleu Alcian (A, B, C) ou au Rouge Sirius (D, E, F), pour observer

respectivement la présence de glycosaminoglycannes et des collagénes totaux sur une section de cordon
ombilical (Objectif x4).

Figure 18: Morphologie des CSM présentes au centre de la matrice ombilicale (A-B) et au
niveau de 1’espace périvsculaire (C-D).
Le cytosquelette des cellules a été marqué avec la phalloidine couplée au fluorochrome Alexa-488 puis observe,
par microscopie confocale, aux objectifs 10 (O.N = ; figures A et C) et 40 (O.N=; figures B et D). Les cellules
présentent une morphologie fusiforme, étoilée.

105



RESULTATS

Le réseau de collagene a pu étre observé au moyen de I’imagerie par Génération de
Seconde Harmonique (SHG). La figure 19 représente une image obtenue par mesure du signal
SHG au niveau de la gelée de Wharton. La figure 19A représente une image double couleur
ou la couleur bleue correspond au signal détecté par le canal d’aufluorescence tandis que la
couleur verte correspond au signal détecté par le canal SHG. Ainsi, en absence de marquage
fluorescent, 1’association d’une excitation de type multiphoton (Aexciwion= 820nm) avec la
détection de signal SHG (A¢mission = 410nm) permet de distinguer la présence d’un réseau

matriciel composé de fibrilles (Figure 19A et 19B).

m

Channel 1

[nm]

Figure 19 : Excitation de type multiphoton avec détection de signal SHG provenant de la
matrice extracellulaire présente dans la gelée de Wharton (A). B : Aexcitation= 820nm / Agmission =

410nm.

Un filtre passe-bande (400+25 nm) a permis de recueillir le signal spécifiqgue SHG (410 nm) et un filtre passe-
bas (700 nm) a permis de stopper le faisceau d’excitation (820 nm) pouvant éventuellement traverser
[’échantillon.

Par immunofluorescence indirecte puis observation au microscope confocal
monophotonique, nous avons pu observer une expression de collagene de type I entourant les

cellules de la Gelée de Wharton (Figure 20).

Figure 20 : Expression du collagéne de type I dans la gelée de wharton.

Les protéines collageniques de types I ont été immunomarquées, et la fluorescence a été observée en
microscopie confocale (figure A, Leica SP5, Objectif x40, ON = 0,8). L’image en lumiére transmise apparait en
figure B. Les barres d'échelle représentent 50 um pour les 2 figures.
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B. Détection in situ des marqueurs mésenchymateux dans le tissu de la gelée

de Wharton et la région périvasculaire du cordon ombilical

L’expression des principaux marqueurs mésenchymateux a la surface des CSM
maintenus dans leur environnement physiologique a ét¢ évaluée par immunomarquage puis
observation par microscopie confocale. Des sections de cordon ombilical ont été réalisées et
mises au contact des solutions d’immunomarquage. L’observation a ¢été réalisée non
seulement au niveau de la gelée de Wharton mais aussi dans la région périvasculaire (Figure
21). Afin de visualiser toutes les cellules, un marquage du cytosquelette avec la phalloidine
couplée au flurorochrome Alexa 488 a ¢galement été réalisé.

La figure 21 montre que, dans la gelée de Wharton, si les CSM expriment fortement
les marqueurs CD90, CD166, CD73 et CD164, I’expression des marqueurs CD146, CD271 et
CD105 semble plus faible. Par ailleurs, dans la région périvasculaire, 1’expression des
marqueurs CD73, CD105, CD166 et CD271 est restée difficilement détectable contrairement
aux marqueurs CD90 et CD146.
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Gelée de Wharton Région Périvasculaire
(obj x40) (RP) (obj. X10)
Marqueur Actine Marqueur Actine
étudié (PE) (Alexa 488) étudié (PE) (Alexa 488)

CD90

CD166

CD73

CD164

CD146

CD271

CD105

Figure 21: Expression in situ des principaux marqueurs mésenchymateux a la surface des

cellules composant la gelée de Wharton et la région périvasculaire.

Les marqueurs (CD146, CD164, CD166, CD271, CD105, CD73 et CD90) ont été observés par microscopie
confocale aprés immunomarquage direct (Fluorescence rouge). Les cellules se trouvant dans la gelée de
Wharton ou dans [’espace périvasculaire ont été identifiées grdce au marquage des filaments de F-actine
(Fluorescence verte).
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III. Isolement des cellules souches mésenchymateuses par méthode mécanique

ou enzymatique

Afin de pouvoir extraire les cellules de la gelée de Wharton avant la mise en culture,
deux protocoles d’extraction ont été appliqués. La premiére méthode consiste a évider le
cordon ombilical de sa veine et de ses deux artéres puis a découper la matrice extracellulaire
en petits morceaux et a les placer au fond d’un puits de culture dans lequel les CSM vont
migrer et adhérer. C’est ce que nous avons appelé « la méthode mécanique ». La deuxiéme
méthode fait intervenir une action enzymatique, la collagénase, pour isoler les cellules de leur
matrice extracellulaire. C’est ce que nous avons appelé « la méthode enzymatique ».

Pour chacune des méthodes d’extraction, nous avons étudié¢ et comparé le métabolisme
des cellules ainsi que leur phénotype. La méthode enzymatique nous a également permis de

quantifier le nombre de cellules potentiellement disponibles dans la matrice ombilicale.

A. Comportement des cellules souches mésenchymateuses de la gelée de

Wharton apres digestion enzymatique

A lissue de la digestion enzymatique, une détermination du nombre de cellules
disponibles dans un cordon a été réalisée ainsi qu’une analyse de ’activité métabolique et du
phénotype des cellules au cours des premiers passages de culture cellulaire (PO et P1).

D’apres la figure 22, la digestion enzymatique a la collagénase B a permis I’obtention
de 7,840,2 x 10’ cellules pour un centimétre de cordon ombilical. Lorsque ces cellules ont été
ensemencées en monocouche, apres 24 heures, plus de 85% de ces cellules étaient adhérentes.
Cela représentait 6,7+0,2 x 10° cellules.

Au cours de cette étude, la longueur des cordons ombilicaux utilisés variait entre 15 et
35 cm. Ainsi, le nombre total de cellules totales potentiellement disponibles dans un cordon
entier pourrait étre compris entre 11,7x10° et 27,3x10° tandis que le nombre de cellules

adhérentes pourrait étre compris entre 9,9 x10° et 23 x10°.
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Figure 22: Nombre de cellules obtenues a partir de la digestion enzymatique d’un centimetre
de cordon ombilical dépourvu des vaisseaux et de 1’épithélium.

La digestion enzymatique a la collagénase B a permis ['obtention de 7,8+0,2 x 10° cellules pour un centimétre
de cordon ombilical. Lorsque ces cellules ont été ensemencées en monocouche, apres 24 heures, plus de 85% de
ces cellules étaient adhérentes. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (N=5).

L’activité métabolique des CSM ensemencées dans des plaques 6 puits a été évaluée
aprés 1 et 5 jours de culture au cours de la primo-culture (PO) et du premier passage (P1).
Cette activité, présentée sur la Figure 23, a été calculée grace au pourcentage d’Alamar Blue
réduit rapporté au nombre de cellules présentes dans le méme échantillon. La figure 23
montre que, quel que soit le passage, 1’activité métabolique est significativement plus élevée
au 5™ jour qu’au 1% jour de culture (p<0,001). Il apparait également qu’en P1, les cellules

ont une activit¢ métabolique plus importante qu’en PO.
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Figure 23: Comparaison de D’activit¢ métabolique in vitro apres isolement par méthode

enzymatique au cours de la culture en PO et P1.

Les résultats sont exprimés en % de réduction du Bleu d’Alamar et ramenés eu nombre de cellules (N=3). Quel
que soit le passage, I’activité métabolique est significativement plus élevée au 5™ jour qu’au 1° jour de culture
(p<0,001). 1l apparait également qu’en P1, les cellules ont une activité métabolique plus importante qu’en PO.

Afin de déterminer I’influence de la digestion enzymatique sur I’expression des clusters
de différenciation a la surface des cellules souches mésenchymateuses, les cellules, issues de

trois cordons ombilicaux, ont €été extraites et caractérisées par cytométrie en flux en PO et P1.
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La figure 24 montre que, quel que soit le passage, les cellules exprimaient moins de 10%
les marqueurs hématopoiétiques CD34, CD45 ainsi que le complexe majeur
d’histocompatibilité de classe 11 (HLA-DR).
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Figure 24: Expression des marqueurs hématopoiétiques CD34 et CD45 et du complexe
d’histocompatibilit¢t HLA-DR a la surface de CSM issues de la Gelée de Wharton par

digestion enzymatique.

Quel que soit le passage (PO ou Pl), les cellules exprimaient a moins de 10% les récepteurs CD34 et CD45,
ainsi que le complexe majeur d’histocompatibilité de classe Il (HLA-DR). Les résultats sont exprimés en
moyenne £ SEM (N=3).
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Figure 25: Analyse phénotypique des cellules souches mésenchymateuses dérivées de la

gelée de Wharton apres digestion enzymatique et cultivées en monocouche (PO et P1).
L’analyse, par cytométrie de flux, a montré que toutes les cellules étaient positives pour les marqueurs CD29,
CD44, CD73, CD90, CDI105, CD146, CD164, et CD166, mais négatives pour CD34, CD271, et HLA-DR. En
P1, a I'exception de CD146, CD164 et CD271, tous les clusters étudiés avaient une expression entre 2,7 et 6,8
fois plus importante que lors de la primo-culture. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (N=3), *** P
<0.001 (PO vs PI).
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Par ailleurs, a PO, les cellules obtenues exprimaient les clusters ayant une interaction avec la
matrice extracellulaire (CD29, CD44, CD90), le marqueur stromal (CD166), le marqueur
endothélial (CD146), ainsi que d’autres marqueurs de différenciation comme CD73 et CD105
(Figure 25). En P1, a I’exception des marqueurs CD146, CD164 et CD271, tous ces clusters
avaient une expression significativement plus importante par rapport a leur expression lors de
la primo-culture (rapport PO/P1 compris entre 2,7 et 6,8 selon les clusters de différenciation;

p<0,001).

B. Influence de la technique d’'isolement sur le comportement des CSM

Compte tenu de la spécificité de la méthode mécanique, I’influence de la technique
d’isolement n’a pu se faire qu’a P1. La figure 26 compare 1’activité métabolique des cellules
obtenues par digestion enzymatique ou par méthode mécanique au cours des 5 premiers jours
de culture en P1.

Globalement, quelle que soit la méthode d’obtention des cellules, I’activité
métabolique, a J5, est significativement plus importante qu’a J1. De plus, si aucune différence
n’est observée, entre les techniques, au premier jour de la culture, a J5, I’activité métabolique
des cellules obtenues par digestion enzymatique est 3 fois plus élevée que celle pour les

cellules obtenues par la méthode mécanique (p<0,001).
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Figure 26: Comparaison de D’activité métabolique des CSM obtenues par digestion
enzymatique ou via la méthode mécanique au cours de cinq premiers jours de la culture en
monocouche (P1).

L activité métabolique augmente au cours de la culture. Toutefois, celle obtenue par la méthode enzymatique est
significativement plus importante que celle obtenue avec la méthode mécanique, apreés 5 jours de culture en Pl
(p>0,001). Les résultats sont exprimés en moyenne = SD (N = 3), *** P < (0.001 (Méthode enzymatique vs
Meéthode mécanique) ; @ P<0,05, oo P< 0,001 (JI vs J5).
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L’influence de la technique d’isolement des cellules sur le phénotype de ces derniéres
a ensuite été analysée par cytométrie en flux a I’issue du PO et du P1. Il apparait, sur la figure
27 que les marqueurs hématopoiétiques CD34, CD45 ainsi que le complexe majeur
d’histocompatibilité¢ de classe II (HLA-DR) étaient toujours exprimés a moins de 10% dans
les échantillons analysés, quelles que soient la techniques d’isolement et le passage.
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Figure 27: Comparaison de 1’expression des marqueurs hématopoiétiques CD34 et CD45 et
du complexe d’histocompatibilit¢ HLA-DR a la surface de CSMs issues de la Gelée de

Wharton par digestion enzymatique ou la méthode mécanique et cultivées en PO et P1.
Les résultats sont exprimés en moyenne £+ SEM (N = 3), * P < 0,05 (Méthode enzymatique vs Methode
mécanique).

La figure 28 montre, qu’en PO, a I’exception du récepteur CD164, une proportion plus
importante de CSM exprimaient les récepteurs CD29 (p<0,05); CD44 (p<0,01); CD90
(»<0,01), CD73 (p<0,001), CD166 (p<0,05). En revanche, en P1, plus aucune différence
significative n’est apparue concernant I’expression de ces récepteurs a la surface de cellules

obtenues par les 2 méthodes.
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Figure 28: Comparaison de I’expression des marqueurs de surface des cellules souches

mésenchymateuses obtenues a partir de la méthode enzymatique et la méthode mécanique.

La comparaison d’expression a été réalisée a l'issue du PO et du P1. Si, a PO, des différences d’expression sont
apparues a la surface des CSM obtenues par méthode mécanique par rapport a la méthode enzymatique ; plus
aucune différence significative n’a été observée dans le niveau d’expression des marqueurs en fonction de la
technique d’isolement a 'issue du Pl. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (N = 3). * p<0,05 ; **
p<0,01 ; *** p<0,001 (Méthode enzymatique vs Méthode mécanique).
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IV. Influence de l'amplification et de la concentration en oxygene sur le

comportement des CSM de la gelée de Wharton

Dans la quatrieme partie de notre travail, nous nous sommes intéressés a
I’amplification des CSM, issues de la gelée de Wharton, en monocouche afin de
déterminer, si la durée de la culture et/ou la concentration en oxygene avaient une influence
sur le comportement des cellules. Pour cela, les cellules obtenues par la méthode mécanique
ont été cultivées jusqu’au 7°™ passage en conditions dites « normoxie » (21% O,) et/ou
« hypoxie » (5% d’0Oy).

Pour simplifier la présentation des résultats, pour chaque paramétre étudié
(morphologie, prolifération, phénotype et potentiel de différenciation), nous présenterons dans
un premier temps I’effet de I’amplification sur le comportement des cellules puis nous

comparerons 1’influence de la concentration en oxygene.

A. Influence de I'expansion des CSM et/ou de la concentration en oxygene sur

leur morphologie et leur prolifération

1. Impact sur la morphologie

Lors de la primo-culture (P0), les morceaux de gelée de Wharton ont été maintenus,
durant 7 jours, dans des plaques 6 puits. A partir du retrait de ces derniers et jusqu’au 7eme
passage, nous avons observé la morphologie des cellules, par microscopie optique a contraste
de phase (Figure 29).

Dans les premiers jours de I’ensemencement, les CSM possédaient une forme axiale
fusiforme. Deux semaines apres, les cellules ressemblaient a de longues cellules
fibroblastiques et commencaient a former des colonies. Cette morphologie fibroblastique a été
maintenue tout au long de I’expansion : de PO a P7 (Figure 29).

Il semblerait, par ailleurs, que la présence ou non d’oxygene au cours de la culture,

n’ait pas influencé la morphologie des cellules.
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Figure 29: Observation, en microscopie optique, de la morphologie des cellules souches
mésenchymateuses cultivées, durant 7 passages, dans deux conditions de culture différentes
(Normoxie et Hypoxie).

Une morphologie fibroblastique a été observée des PO et jusqu’a P7. Par ailleurs, aucune différence n’a été
constatée au niveau de la forme des cellules entre les deux conditions de culture.

2. Impact sur la prolifération des CSM

Concernant I’influence de 1’expansion sur le temps de culture, il apparait, sur la figure
30, que ce dernier diminue de maniére significative entre PO et P1 pour atteindre un temps
minimum de 6,5 jours en normoxie et 6,2 jours en hypoxie au cours du 3™ passage (p<0,001
en normoxie et p<0,01 en hypoxie ; respectivement figure 30 A et B).

Parallelement au temps de culture, une estimation du nombre de doublement de
population, qui refléte la capacité de prolifération des cellules, a été réalisée lorsque les
cellules atteignaient 80-90% de confluence (Figure 30 C et D). Ce parameétre semble diminuer
au cours de I’expansion, particulicrement en présence d’oxygene. En effet, dans ces
conditions de culture, entre PO et P7, le nombre de doublement est divisé par un facteur 4
(»<0,001 PO vs P7). En revanche, en absence d’oxygene, bien qu’il semblait exister une
diminution du temps de doublement, entre PO et P7, celle-ci n’est pas apparue comme

significative (p>0,05 PO vs P7).
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Figure 30: Influence de I’expansion en monocouche sur le temps de culture des CSM (fig. A
et B) et le nombre de doublement de population (fig. C et D).

Concernant l'influence de [’expansion sur le temps de culture, il apparait que ce dernier diminue de maniere
significative entre P0 et Pl pour atteindre un temps minimum en P3. Le nombre de doublement de population
semble diminuer au cours de |’expansion, particulierement en présence d’oxygene. Les résultats sont exprimés
en moyenne £ SEM (N = 5). *** p<0,001 (Fig A et B : PO vs Px et Fig Cet D : PI vs Px).

Pour évaluer I'impact de la concentration en oxygene sur la capacité de prolifération
des CSM, nous avons repris 1’estimation du nombre de doublement de population et 1’avons
présenté en cumulé de P1 a P7 (Figure 31A) et calculé le temps de doublement de population
(Figure 31B). La figure A montre que le nombre cumulé de doublement de population est plus
important lorsque les cellules ont été cultivées dans des conditions « hypoxie » que dans des
conditions « normoxie ». Bien que cette différence ne soit juste qu’une tendant entre P1 et P3,
elle devient statistiquement significative a partir de P4 (p<0,01 de P4 a P5 et p<0,001 de P6 a
P7).

La figure B montre qu’en début de culture, aucune différence entre les 2 conditions de
culture n’a été observée concernant le temps de doublement de population : il était de
44,1+13,7 heures lorsque les cellules étaient cultivées en présence d’oxygene et de 43,0+9,4
heures lorsque les cellules étaient cultivées avec moins de 5% d’oxygene. En revanche, il
apparait qu’en P6 et P7, les cellules cultivées en présence d’oxygeéne mettaient,
respectivement, 3,3 et 2,9 fois plus de temps pour doubler la population qu’en condition

« hypoxie » (p<0,001).
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Figure 31: Potentiel de prolifération des CSM cultivées en présence ou absence d’oxygene
exprimé par le nombre cumulé de doublement de population (Fig. A) et le doublement de
population (Fig. B).

La figure A montre que le nombre cumulé de doublement de population est plus important lorsque les cellules
ont été cultivées dans des conditions « hypoxie » que dans des conditions « normoxie ». Le temps de doublement
(Fig. B) est calculé selon la formule suivante (Temps de doublement = Tp x Log2 / (Log (Nf/Ni) avec, Tp =
temps de culture (heures), Nf = nombre final de cellules, Ni =Nombre initial de cellules) et montre qu’en début
de culture, aucune différence entre les 2 conditions de culture n’a été observée. En revanche, il apparait qu’en
P6 et P7, les cellules cultivées en présence d’oxygene mettaient, respectivement, 3,3 et 2,9 fois plus de temps
pour doubler la population qu’en condition « hypoxie ». Les résultats sont exprimés en moyenne =+ SEM (N = 5).
** p<0,01 ; *** p<0,001 (Normoxie vs Hypoxie).

B. Influence de I'expansion des CSM et/ou de la concentration en oxygene sur

le phénotype des cellules

Le phénotype des CSM a été réalisé, par cytométrie en flux, aprés chaque passage.
Pour chaque échantillon, le pourcentage de cellules exprimant les marqueurs
hématopoiétiques (CD34 et CD45), HLA-DR et les marqueurs spécifiques des CSM ont été
déterminés (Figure 32 a Figure 35).

Il est important de noter que tout au long de la culture, quelles que soient les
conditions de culture, la proportion de cellules possédant les antigenes CD34 et CD45, et

exprimant HLA-DR est toujours restée inférieure a 5% (Figure 32).
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Figure 32: Expression des marqueurs hématopoiétiques CD34 et CD45 ainsi que du
complexe majeur d'histocompatibilité de classe II (HLA-DR) a la surface de CSM issues de la
Gelée de Wharton et cultivées durant 7 passages soit en présence d’oxygene (Noté « N ») ou
en Hypoxie (Noté « H »).

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (N = 5).

Ces analyses semi-quantitatives ont permis de constater que les CSM issues de la
gelée de Wharton et cultivées en présence d’oxygene jusqu’au septieme passage exprimaient
a plus de 70% les récepteurs CD29, CD44, CD90, CD73 et CD166 (Figure 33). Pour ces
récepteurs, aucune variation significative de leur expression n’a été observée au cours de
I’amplification (p>0,05 pour PO vs Px). Pour les récepteurs CD105, CD146 et CD164, il
semblerait que la proportion de cellules exprimant ces récepteurs soit plus importante au fur et
a mesure de I’amplification dans des conditions « Normoxie » (pour CD105: en PO:
9,3+4,6% et 34,6£2,6% en P7; pour CD146 : en PO : 22,0+8,6% et 42,8+0,1% en P7 et pour
CD164 : en PO : 17,3+0,3% et 44,4+0,2% en P7).
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Figure 33: Expression des marqueurs caractérisant le phénotype mésenchymateux des
cellules stromales issues de la gelée de Wharton et cultivées durant 7 passages en présence
d’oxygene.

Les cellules issues de la gelée de Wharton et cultivées en présence d’oxygene jusqu’au septieme passage
exprimaient a plus de 70% les récepteurs CD29, CD44, CD90, CD73 et CDI166. Pour les récepteurs CDI1035,
CD146 et CDI164, il semblerait que la proportion de cellules exprimant ces récepteurs soit plus importante au
fur et a mesure de 'amplification. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (N = 5). * p<0,05 (PO vs Px).

Durant I’amplification en absence d’oxygene, les cellules étaient a plus de 70%
positives pour les récepteurs CD29, CD44 et CD90 et aucune variation significative de ces
expressions n’a été observée entre PO et les autres passages (p>0,05 ; Figure 34).

Si pour les récepteurs CD105, CD146 et CD164, les cellules exprimaient & moins de
40% ces récepteurs a leur surface tout au long de ’expansion, les cellules ont montré une

augmentation de I’expression du récepteur CD73 et CD166 entre PO et P7.
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Figure 34: Expression des marqueurs caractérisant le phénotype mésenchymateux des
cellules stromales issues de la gelée de Wharton et cultivées durant 7 passages en absence
d’oxygene.

Durant ’amplification en absence d’oxygene, les cellules étaient a plus de 70% positives pour les récepteurs
CD29, CD44 et CD90 et aucune variation significative de ces expressions n’a été observée entre PO et les autres
passages. Pour les récepteurs CDI105, CDI146 et CDI164, les cellules ont montré une augmentation de
I’expression de ces récepteurs entre PO et P7. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (N = 5). *
p<0,05et *** p<0,001 (PO vs Px).
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Figure 35: Comparaison de ’expression des marqueurs de surface des CSM apres expansion

en monocouche en présence ou absence d’oxygene.

Mis a part pour l’expression du récepteur CD73, la concentration en oxygene n’a pas semblé influencer de
maniere significative [’expression de marqueurs de surface caractérisant les CSM. Pour le récepteur CD73, les
cellules cultivées en absence d’oxygeéne exprimaient moins ce récepteur a leur surface que leurs homologues
cultivées en présence d’oxygene (p<0,05 en Pl et P2).Les résultats sont exprimés en moyenne £+ SEM (N = 5). *
p<0,05 (Normoxie vs Hypoxie).
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La comparaison, entre les 2 conditions de culture utilisées, de I’expression des récepteurs
membranaires caractérisant les CSM a montré que, mis a part le récepteur CD73, la
concentration en oxygene n’a pas semblé influencer de maniere significative 1’expression de
CD29, CD44, CD90, CD105, CD166, CD146 et CD164.

Pour le récepteur CD73, les cellules cultivées en absence d’oxygeéne exprimaient
moins ce récepteur a leur surface que leurs homologues cultivées en présence d’oxygene. Ces
variations d’expression ont été observées essentiellement de P1 a P4 avec une significativité

en P1 et P2 (p<0,05).

C. Influence de I'expansion des CSM et/ou de la concentration en oxygeéne sur

le potentiel de différenciation des cellules

Pour étudier I'influence de I’expansion des CSM en monocouche et/ou de la
concentration d’oxygéne sur le potentiel de différenciation des cellules, une différenciation
ostéogénique, chondrogénique et adipocytaire a été induite en P1, P3, P5 et P7 en présence de
milieux d’induction spécifiques. A I’issue de la culture en monocouche (différenciations
ostéogénique et adipogénique) ou tridimensionnelle (différenciation chondrogénique), une
coloration histochimique, caractérisant chaque tissu recherché, a été effectuée pour montrer la
capacité des CSM issues de la gelée de Wharton a se différencier en ostéocytes, chondrocytes

et adipocytes.

1. Différenciation ostéogénique

L’évaluation du potentiel ostéogénique des CSM a été réalisée en utilisant une solution
de rouge d’alizarine permettant de révéler la présence de dépots calciques au sein de la
matrice extracellulaire (Figure 36). D’apres les colorations histologiques, en comparaison
avec le contréle négatif (cellules maintenues en culture dans un milieu non inductif de la
différenciation), il semblerait, qu’en présence d’oxygene, la matrice extracellulaire présente
une coloration plus importante de P1 a PS5 qu’en P7. En revanche, en absence d’oxygéne, la
coloration issue du rouge alizarine s’intensifie a partir de P5.

A passage équivalent, la matrice extracellulaire des cellules maintenues en culture en
présence d’oxygene présente une coloration plus intense que celle des cellules cultivées en

absence d’oxygene.
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Figure 36: Evaluation des dépots de minéralisation calcique apres 21 jours de différenciation
ostéocytaire (culture en monocouche), aprés coloration par le Rouge Alizarine.

1l semblerait, qu’en présence d’oxygene, la matrice extracellulaire présente une coloration plus importante de
P1 a P5 qu’en P7. En revanche, en absence d’oxygene, la coloration issue du rouge alizarine s intensifie en fin
d’expansion. A passage équivalent, la matrice extracellulaire des cellules maintenues en culture en présence
d’oxygene présente une coloration plus intense que celle des cellules cultivées enl” absence d’oxygene.

2. Différenciation chondrogénique

Une étude histologique a été réalisée apreés maintien en culture pendant 28 jours des
CSM dans un systéme de micromasse (culture 3D).

La Figure 37 montre les résultats issus de la coloration a I’HES. Les noyaux
apparaissent en bleu par coloration des acides nucléiques par I'Hématoxyline, les protéines en
rouge par I'Eosine et le collagene en jaune par le Safran. Il semblerait qu’en normoxie, la
coloration s’affaiblisse au cours des passages, tandis qu’en hypoxie aux passages P1 et P5 la
coloration est renforcée comparée aux passages P3 et P7.

La Figure 38 montre que les collagénes et les GAGs synthétisés par les culots des
CSM ont été observés dans la matrice extracellulaire apreés 28 jours par la coloration
respectivement par le Bleu Alcian et le Rouge Sirius. La matrice extracellulaire pour la
présence de collageéne et les GAGs semblerait avoir une coloration plus importante en P1 pour

les deux conditions de culture que pour le reste des passages.
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Normoxie Hypoxie

Figure 37: Evolution de la matrice extracellulaire des CSM apres 28 jours de différenciation

par coloration a ’'HES.
Apres 28 jours de culture avec le milieu d’induction chondrogénique, les culots ont été traités en HES (Les

Acides nucléiques en bleu par I'Hématoxyline, les protéines en rouge par I'Eosine et le collagene en jaune par le
Safran).
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Figure 38: Evaluation de la synthése matricielle (synthése collagenique : fig. A-H et synthése
des protéoglycannes : fig. I-P) aprés 28 jours de différenciation chondrocytaire en présence
ou absence d’oxygéne (culture en pellet).

Les PGs et les collagenes sont marqués, respectivement par le Bleu Alcian et le Rouge Sirius.

3. Différenciation adipogénique

Apres 21 jours de différenciation des CSM en adipocytes dans différents milieux, les
cellules ne présentaient pas de gouttelettes lipidiques visibles a la microscopie optique avant
et apres coloration par de I’huile rouge O.

La figure 39 montre que les variations de concentration de D’insuline et de
I’indométhacine et la présence ou non de I'IBMX dans le milieu d’induction adipogénique
affectent sur la formation des goutellettes lipidiques. Il semblerait que le meilleur arrangement
pour un milieu de différenciation adipogénique est avec Spg/mL avec 60uM d’Indométhacine

sans I’ajout de I'IBMX.
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Figure 39: Différentes concentration d’IBMX d’Indométhacine et d’Insuline pour la

détection des vacuoles lipidiques dans les CSM avant la coloration avec de I’huile rouge O.
Comparaison avec la MO (composition du milieu : DXM 1uM, Indomethacin 200uM, Insuline 10uM, IBMX 0,5
mM).

Quelque soit le mileu d’induction uilis¢ dans notre étude, la figure 40, montre que les
CSM issues de la moelle osseuse peuvent plus facilement étre induite dans la voie de la

différenctioation adipogénique que celles de la gelée de Wharton.

CSM-MO  CSM-GW

CSM-MO

Objectif X10 Objectif X20

Figure 40: Images aprés différenciation en adipocytes des CSM humaines (P5) avec de
I’huile rouge O.
La différenciation des CSM provenant de la gelée de Wharton semble difficile a obtenir.
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Chapitre 4. Discussion
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Compte tenu des propriétés immunomodulatrices et de la capacité d’auto-
renouvellement des CSM, ces cellules portent de grands espoirs pour I’ingénierie tissulaire et
la médecine régénérative ou la restauration des tissus 1ésés semble €tre un défi passionnant
dans ce domaine. Ces cellules sont ainsi largement utilisées en thérapie allogénique et pour
I’ingénierie tissulaire. Le nombre d’applications cliniques potentielles des CSM est trés vaste.
La grande majorité des essais actuels repose sur l’injection de CSM amplifiées. Dans
I’ingénierie tissulaire, la majorité¢ des essais concerne la réparation osseuse et cartilagineuse
(Source : http.//clinicaltrials.gov).

Le présent travail a pour objectif de caractériser sur le plan phénotypique ainsi que sur
le potentiel de différenciation deux sources de CSM d’origine feetale pouvant étre utilisées en
ingénierie tissulaire : le sang placentaire et la gelée de Wharton.

Dans un premier temps, pour caractériser les CSM de sang placentaire, il a fallu
valider une technique de culture cellulaire. D’aprés la bibliographie, deux techniques étaient
décrites : la méthode dite «coatée» qui consiste, avant le transfert des cellules, a traiter les
plaques de culture avec du SVF pendant 30 minutes (Bieback 2004), et la méthode
«optimisée» qui comprend un milieu IMDM avec 10% SVF ou les cellules sont directement
ensemencées sans traitement préalable (Fan 2009).

Sur les 15 sangs placentaires prélevés par les sages-femmes de la Maternité Régionale
et Universitaire de Nancy, 5 ont été réservés pour la culture avec la méthode « optimisée » et
10 pour la culture avec la méthode « coatée ». Avec les deux méthodes, plus de 10° cellules
mononucléées ont été mises en culture. Cependant, malgré le nombre important de poches de
sang placentaire manipulées, le taux de succes de la culture n’a jamais dépassé 20% pour la
méthode « optimisée » et 10% pour la méthode « coatée ». Cela se caractérisait soit par des
cellules qui n’adhéraient pas au support de culture, soit par des cellules qui ne proliféraient
pas. Selon Bieback et al., plusieurs points cruciaux sont a respecter pour isoler et maintenir
les CSM issues de sangs placentaires en culture: (i) la durée séparant la collecte de
I’isolement ne doit pas dépasser 15 heures, (ii) le volume net de sang doit étre supérieur a 33
mL, et (iii) le nombre de cellules mononucléées (MNC) doit étre supérieur a 1 x 10° MNCs.
Méme avec ces conditions réunies, les auteurs n’ont jamais dépassé un taux de succes de la
culture primaire de plus de 63% (Bieback 2004). Récemment, Divya et al., ont rapporté que
sur 45 sang placentaires, des CSM n’ont pu étre générées qu’a partir de 9 seulement (Divya
2012). Par ailleurs, lorsque des CSM peuvent étre isolées a partir des prélevements de sang

placentaire, elles sont, trés souvent, en faible quantité et possedent un temps de doublement
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relativement lent (Bieback 2004; Lataillade 2007; Han 2009). C’est également ce que nous
avons observé. En effet, pour les cultures contenant des cellules en capacité de prolifération,
si les cellules cultivées par la méthode « optimisée » atteignaient la confluence apres 11 jours
de culture, il en fallait en moyenne 19 pour les cellules cultivées par la méthode « coatée ». A
partir de P2, plus aucune différence significative n’était observée entre les deux méthodes : les
cellules atteignaient la confluence a partir d’environ 17 jours de culture. Durant ce temps de
culture, le risque majeur pouvant conduire a 1’arrét de la culture des cellules était leur
contamination. Selon plusieurs études, le pourcentage de CSM obtenues a partir de sang
placentaire serait d’autant plus important que le prélévement est obtenu avant le terme de la
grossesse. Toutes ces études ont trouvé une corrélation inverse entre le nombre de semaine
d’aménorrhée et le pourcentage de CSM disponibles dans le prélévement ou leur capacité
proliférative (Jain 2012; Ma 2012). Ne connaissant pas le nombre exact de semaines de
gestation pour les prélévements obtenus, nous ne pouvons ni affirmer ni exclure que les 3
sangs placentaires nous ayant permis d’isoler et de maintenir en culture des CSM provenaient
d’accouchement ayant eu lieu une ou plusieurs semaines avant le terme.

Néanmoins, a partir de ces trois sangs placentaires, les CSM obtenues ne présentaient pas
de morphologies identiques selon la méthode de culture ou selon le passage. En effet, avec la
méthode « coatée », lors de la culture en P1, deux morphologies cellulaires ont pu étre
observées en microscopie a contraste de phase : des cellules sphériques et des cellules
fusiformes. Aprés un passage, toutes les cellules présentaient un aspect fusiforme. En
revanche, I’observation des cellules cultivées par la méthode « optimisée » a montré que, quel
que soit le passage (P1 ou P2), toutes les cellules adoptaient une forme sphérique. Plusieurs
¢tudes montrent la présence de populations cellulaires différentes. Biebeck et al., a trouvé
que, sur 29 échantillons de CSM de sang placentaire, 22 présentaient une morphologie
fusiforme et 7 avaient une forme sphérique (Bieback 2004). D’autre part, en 2009, une étude
réalisée par Fan ef al., montre aussi une hétérogénéité de population présentant des cellules
fusiformes courtes ou longues et des cellules rondes. Toutefois, ces dernieres n’ont pas été
prises en considération comme étant des CSM (Fan 2009).

Enfin, il est & noter qu’en dehors des applications dans le domaine des maladies
hématologiques, ’efficacité thérapeutique des cellules souches du sang placentaire n’a pas été
démontrée jusqu’a présent par des essais cliniques. Par conséquent, compte tenu des
difficultés rencontrées pour obtenir des CSM, des études publiées relatant également ces

difficultés et du fait que le sang placentaire a montré son efficacité dans le traitement des
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maladies hématologiques, grace a sa richesse en cellules souches hématopoiétiques, nous nous
sommes tournés, vers une autre source feetale : le cordon ombilical lui-méme.

Le tissu conjonctif du cordon ombilical appelé aussi gelée de Wharton, a attiré
I’attention des chercheurs étant donnée sa richesse en cellules souches potentiellement utiles
pour des applications en ingénierie cellulaire et/ou tissulaire (Mitchell 2003). Cette origine
feetale confeére des avantages par rapport aux CSM issues de tissus adultes : les CSM-GW
semblent plus immatures sur le plan immunologique et ont un potentiel de prolifération plus
¢levé. Leur phénotype est intermédiaire, entre les CSM de moelle osseuse et les cellules
souches embryonnaires, bien qu’assez ¢loigné de ces dernicres, sans les inconvénients
¢thiques et réglementaires liés aux cellules souches embryonnaires. Ainsi, la GW est une
source extrémement intéressante de par son obtention facile et non invasive, et d’autre part sa
richesse en CSM. Ces avantages nous ont conduits a vouloir caractériser ces cellules.

La deuxiéme partie de notre travail a consisté a (i) observer, par microscopie confocale, une
section du cordon ombilical, (ii) a identifier 1’environnement matriciel des cellules par
histologie et (iii) a déterminer leur phénotype in situ. L’observation réalisée par microscopie
confocale sur 3 cordons ombilicaux a montré que les CSM-GW in situ présentaient une
morphologie fusiforme et étoilée, caractéristique des CSM. Dans cette partie, nous avons
observé une abondante matrice extracellulaire composée de collagénes et de
glycosaminoglycannes qui entourait les cellules (Figure 17 A-F). Cet ensemble constitue le
tissu mucoide qu’on ne trouve qu’au niveau du cordon ombilical et dont la fonction premiére
est de protéger les vaisseaux ombilicaux de compressions éventuelles tout en rendant
relativement flexible le cordon. Ces fonctions sont possibles grace a la composition de la
matrice extracellulaire. Le collagene a été constaté comme une protéine principale de la
matrice de la gelée de Wharton, avec la teneur totale en collagéne rapportée a environ 550
mg/g, soit environ 50% du poids sec de la gelée. Les techniques les plus couramment utilisées
pour étudier des échantillons de cartilage sont la microscopie confocale et / ou la microscopie
multiphotonique (Dumas 2000) qui permetent d'obtenir des informations complémentaires a
I'IRM (Rubenstein 1996; Alhadlag 2004; de Visser 2008) et la microscopie ¢€lectronique
(Kouri 1996; Notzli 1997). En particulier, I'excitation multiphotonique couplée a I'imagerie de
la seconde génération harmonique (SHG) et a l'analyse d'image permet 1’obtention des
informations structurelles sur le réseau de collagéne de la matrice extracellulaire du cartilage
sans aucune coloration fluorescente (Werkmeister and Dumas 2008; Werkmeister 2008).
Ainsi, en absence de marquage fluorescent, 1’association d’une excitation de type

multiphoton avec la détection de signal SHG nous a permis de distinguer la présence d’un
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réseau matriciel composé de fibrilles collagéniques se révélant étre du collagéne de type |
(Figure 20). Nanaev et al., a 1’aide d’imagerie par immunofluorescence, ont examiné la
distribution de ces protéines dans la matrice extracellulaire de la gelée de Wharton. Les
collagenes de types I, II et VI sont répartis de mani¢re homogene a travers toute la couche de
la gelée de Wharton (Nanaev 1997). D’autre part, pour les GAGs, il a été constaté que 1’acide
hyaluronique (HA) constituait environ 70% de la teneur totale des glycosaminoglycannes de
la gelée de Wharton (Sobolewski 1997). 11 est reconnu que la présence d’HA dans un tissu lui
confére des propriétés mécaniques telles que la viscoélasticit¢ et la résistance a la
compression grace notamment a 1’entretien de 1'hydratation du tissu.

Avant d’inclure les CSM de la gelée de Wharton en culture en monocouche, un
immunophénotypage sur des coupes de 3 cordons ombilicaux a permis d’étudier 1’expression
des différents marqueurs mésenchymateux dans la gelée et dans la région périvasculaire.
Expérimentalement, des coupes de cordon ombilical ont ét¢é marquées avec plusieurs
anticorps fluorescents dirigés contre un grand nombre de clusters de différenciation puis
observés par microscopie confocale. Nos résultats montrent que les cellules présentes dans la
gelée de Wharton n’expriment pas forcément tous les marqueurs reconnus pour caractériser
des CSM. En effet, si les cellules expriment fortement les marqueurs CD90, CD166, CD73 et
CD164, I’expression des marqueurs CD146, CD271 et CD105 semble plus faible. Par ailleurs,
dans la région périvasculaire, I’expression des marqueurs CD73, CD105, CD166 et CD271 est
restée difficilement détectable contrairement aux marqueurs CD90 et CD146. L’expression de
certains de ces marqueurs, comme CD146, a déja été étudiée in situ. Ainsi, Baksh ef al. ont
également constaté une hétérogénéité dans 1I’expresion de CD146 puisqu’ils ont rapporté qu’il
¢tait fortement exprimé dans la région périvasculaire mais pas dans la gelée de Wharton
(Baksh 2007). L’expression de ces marqueurs de surface fluctue entre différentes études et
peut dépendre de la localisation de ce marqueur (périvasculaire vs intravasculaire) dans les
cellules extraites du cordon ombilical. Nous pouvons alors supposer que si les cellules
expriment a des degrés variables les marqueurs mésenchymateux dans la matrice du cordon
ombilical, cela signifie qu’il existe probablement des sous-populations de cellules souches
mésenchymateuses : la premiere exprime CD146 tandis que la seconde (région périvasculaire)
est dépourvue de ce marqueur. De ce fait, il serait intéressant de comparer le potentiel de
différenciation des cellules issues de ces deux régions.

Par ailleurs, certains auteurs ont décrit les marqueurs CD271 et CD146 comme des
indicateurs spécifiques des CSM de la moelle osseuse (Quirici 2002; Jarocha 2008; Battula

2009). CD271 compterait parmi les marqueurs les plus sélectifs pour la caractérisation et la
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purification des CSM de la moelle osseuse (Buhring 2007). Le fait qu’il soit présent dans le
tissu conforte 1’idée que les cellules de la gelée de Wharton possédent bien un phénotype
mésenchymateux. Or, dans notre étude, en comparant 1’expression de ce marqueur in situ par
rapport a celle observée de la surface de cellules extraites de la GW puis maintenues en
culture jusqu’au premier passage, nous constatons que si le marqueur CD271 est exprimé in
situ, son expression disparait a la surface des cellules cultivées in vitro. Ishige et al., ont
¢galement montré 1’absence du marqueur CD271 a la surface des CSM issues de la gelée de
Wharton apres I’isolement de ces cellules par la méthode des explants (Ishige 2009).

En utilisant la méthode enzymatique, nous avons réussi a isoler les CSM du cordon
ombilical et nous avons évalué la quantit¢ de CSM disponibles. Sur 3 échantillons traités,
nous avons observé que le cordon ombilical humain contenait en moyenne 7,8 x 10° cellules
par cm de cordon. Le nombre de CSM potentiellement disponible apres 24 heures de culture
était de 6,7 x 10° cellules par cm de cordon. En prenant en compte nos résultats et le fait que
la longueur moyenne du cordon ombilical est d’environ 25 cm, on peut s’attendre a récupérer
en moyenne 16 millions de cellules, si toute la longueur du cordon est digérée. La dose
moyenne de CSM, qui est actuellement appliquée dans les essais cliniques pour I’amélioration
de la prise de greffe hématopoiétique ou le traitement de la maladie de greffon contre 1’hote
(GvDH) correspond a 1-2 x 10° CSM/Kg (Battiwalla 2009). Dans nos conditions de culture,
en se basant sur I’hypothese que le poids corporel moyen d’un homme adulte correspond a
environ 80 Kg, cette dose peut étre facilement produite apres quelques passages (d’apres nos
conditions de culture que nous discuterons plus loin : P2 en présence d’oxygene voire dés P1
en absence d’oxygene), si elles sont ensemencées a une densité de 1000 Cellules par cm®.
Lorsque I’on compare notre rendement d’extraction des cellules a ceux rapportés dans la
littérature par d’autres équipes utilisant la collagénase seule pour digérer le cordon, nous
pouvons nous apercevoir qu’il est supérieur (Tableau XI). Le procédé¢ d’isolement de nos
cellules consistait a digérer les cellules de la gelée de Wharton avec de la collagénase type I a
Img/mL pendant 16 heures a 37°C. Les méthodes de digestion enzymatique utilisées par les
autres équipes sont différentes : Sarugaser et al., et Romanov et al., ont utilisé la méme
méthode d’isolement mais avec un temps d’incubation de 18 a 24 heures (Romanov 2003;
Sarugaser 2005). Par contre Salehinejad ef al., ont diminué le temps d’incubation a moins de
3 heures et changé le type d’enzyme (Collagénase B) (Salehinejad 2012). D’autres équipes
ont préféré I'utilisation d’un cocktail d’enzymes. A la lecture du Tableau XI, nous pouvons

voir que le rendement est trés hétérogene d’un protocole a un autre. Plusieurs parameétres
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peuvent affecter le rendement cellulaire lors de I’isolement des cellules de la gelée de
Wharton.

Tableau XI: Etudes du nombre de cellules nucléées obtenues a partir de cordons ombilicaux.

Cellules nucléées
Références
/cm de Cordon

Méthode Enzymatique

Collagénase type I 1mg/mL

7.8x10° (Margossian 2012)
pendant 16h
Collagénase type B 1ug/mL 2.6x10* (Karahuseyinoglu
pendant 4h 2007)
Digestion enzymatique
4 (Sarugaser 2005)
avec collagénase seule Collagénase 1mg/mL 2.5-2510
(Romanov 2003)
pendant 18 - 24h
(Wang 2004)
Collagénase type B 1mg/mL
¢ P £ 9x10* (Salehinejad 2012)
pendant 3h
Collagénase type 11 0,075%
pendant 30min, trypsine 0,125% 1x10° (Lu 2006)

pendant 30min

Collagénase type I 2,7mg/mL,
hyaluronidase 0,7mg/mL, trypsine 0.95x 10° (Tsagias 2011)
2,5% pendant 3h

Collagénase type 11 0,4% et

0.5 10° (Tong 2011)
DNAse 0,01% pendant 30min s

Hyaluronidase, collagénase, . )
Digestion enzymatique ) ) 1,5-1,7x 10 (Weiss 2006)
trypsine pendant 45-60 min
avec un mélange

Hyaluronidase 1,5mg/mL,
d’enzymes .
mélange d’enzyme libérase 1,5-2x10 (Montanucci 2011)

purifié 0,5mg/mL pendant 30min

Collagénase type B 1mg/mL
pendant 3h, trypsine 2,5% 0,5-1x10* (Salehinejad 2012)

pendant 15 min

Collagénase type I 1mg/mL

pendant 3h, hyaluronidase . o
) 0,25 x 10 (Salehinejad 2012)
300pg/mL pendant 2h, trypsine

2,5% pendant 15min

Parmi ces parametres : le temps d’incubation, la concentration et le type d’enzyme
utilisée ont une influence sur le nombre des cellules obtenues. L’activit¢é métabolique des

CSM obtenues a été évaluée grace au pourcentage d’Alamar Blue réduit rapporté au nombre
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de cellules présentes dans le méme échantillon. Il apparait que si ’activité métabolique
semble étre faible au début de la culture (1% jour aprés la digestion enzymatique) elle
augmente significativement au 5°™ jour et parait étre plus importante en P1 qu’en PO. Si nous
comparons ces résultats a ceux obtenus au sein du laboratoire sur des CSM de la MO, il
apparait qu’au cours de la premiére semaine de la culture (jusqu’au7™ jour) les cellules
gardent une activité métabolique constante (Tritz-Schiavi 2010). Il semble donc que les CSM
de la gelée de Wharton ont une activité métabolique plus rapide que les CSM de la moelle

oSseuse.

Outre I’isolement des cellules par une digestion enzymatique, il est é¢galement possible
d’isoler ces dernicres en se basant sur la capacité de migration des cellules au cours du temps.
C’est ce que nous appelons la méthode « mécanique » ou méthode des explants. Ces deux
techniques, enzymatique ou mécanique, peuvent influer sur la quantité et la qualit¢ des
cellules isolées en modifiant notamment la capacité de prolifération des cellules isolées. La
méthode enzymatique utilisant la collagénase permet d’extraire plus rapidement les cellules
(24 heures apres la digestion) et d’obtenir une densité cellulaire plus élevée par rapport a la
méthode mécanique. Toutefois, cette méthode induit plus de risque de contamination. Par
ailleurs, en 2012, Salehinejad et al. ont montré que les méthodes de digestion enzymatique
diminuaient la viabilité cellulaire due a l'activité lytique et a la sensibilité aux collagénases
(Salehinejad 2012). Nous avons, également montré que la méthode de digestion enzymatique
pouvait affecter de maniere significative le niveau d’expression de la plupart des marqueurs
de surface caractérisant la cellule mésenchymateuse. A 1’exception du récepteur CD164, une
proportion plus importante de CSM exprimait les récepteurs CD29, CD44, CD73, CD90,
CD105, et CD166 apres isolement par la méthode mécanique. Cette différence pourrait étre
due au traitement enzymatique qui aurait clivé les marqueurs de surface. Si la culture se
poursuit au-dela du premier passage, il n'est pas surprenant de voir une augmentation
d’expression de ces marqueurs a la surface de cellules obtenues par digestion enzymatique
étant donné que ces derniers sont responsables de 1’adhérence cellulaire ou sont des molécules
de signalisation (Salmi 1995; Bajorath 2000; Boquest 2005). Dans la suite de notre étude,
nous avons décidé de n’utiliser que la méthode mécanique ou méthode des explants pour
isoler les cellules de la gelée de Wharton, nous avons établi des lignées de cellules souches
mésenchymateuses humaines a partir de la gelée de Wharton, et nous les avons caractérisées

pendant 7 passages.
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Nous avons souhaité nous intéresser aux effets de ’Oxygene sur le comportement de
ces CSM de gelée de Wharton. En effet, comme pour toutes les autres lignées cellulaires, les
cellules souches ont ét¢ initialement cultivées en normoxie en accordant peu d’attention au
milieu métabolique de la niche dans laquelle elles résidaient habituellement. Toutefois, I’effet
de la concentration d’oxygene sur ces cellules commence a étre montré et il apparait qu’une
faible tension en oxygene influence considérablement a la fois la biologie des cellules souches
embryonnaires et adulte (Panchision 2009; Silvan 2009; Eliasson 2010; Nekanti 2010).

Nous avons en premier lieu étudié¢ I’influence de la concentration de I’oxygene sur la
morphologie et la capacité de prolifération de ces cellules en comparant les conditions de
normoxie (21% O,) et d’hypoxie (5% O;). Les CSM provenant du cordon ombilical possedent
une morphologie de type fibroblastique observée deés PO et jusqu’a P7, et aucune différence
n’a été¢ observée au niveau de la forme des cellules entre les deux conditions de culture
(Figure 29).

Le doublement de population diminue significativement (p<0,001 PO vs P7) au cours
de I’expansion, particuliérement en présence d’oxygeéne. En revanche, en hypoxie, bien qu’il
semblait exister une diminution du temps de doublement, entre PO et P7, celle-ci n’est pas
apparue comme significative (p>0,05 PO vs P7) (Figure 30). D’autres auteurs ont pu montrer
que les CSM de la moelle osseuse cultivées dans des conditions de normoxie présentent une
sénescence prématurée et une réduction de doublement de population par rapport a des
cellules cultivées en conditions d’hypoxie (Grayson 2007; Dos Santos 2010), et peuvent
¢galement limiter la division cellulaire en raison du raccourcissement des téloméres et la
sénescence réplicative (Bertram 2008; Wagner 2010). Néanmoins, les cellules souches
mésenchymateuses provenant du cordon ombilical proliférent nettement plus rapidement que
les CSM isolées a partir de la moelle osseuse (Sarugaser 2005; Baksh 2007; Can 2007; La
Rocca 2009). La capacité migratoire des CSM cultivées en hypoxie est également renforcée
par opposition a celle observée en normoxie (Rosova 2008).

Dans notre étude le temps de doublement est calculé selon la formule suivante (Temps
de doublement = Tp x Log2 / (Log (Nf/Ni) avec, Tp = temps de culture (heures), Nf = nombre final de
cellules, Ni =Nombre initial de cellules). Le potentiel de prolifération des CSM cultivées en
présence ou absence d’oxygene montre qu’en début de culture, aucune différence entre les 2
conditions de culture n’a été¢ observée. En revanche, il apparait qu’en P6 et P7, les cellules
cultivées en présence d’oxygene mettent, respectivement, 3,3 et 2,9 fois plus de temps pour
doubler la population qu’en condition « hypoxie » (Figure 31). Nekanti et al., a également

montré qu’en hypoxie, les CSM de la gelée de Wharton possedent une prolifération
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supérieure et un temps de doublement de population inférieur a ceux observés en normoxie
(Nekanti 2010).

En conséquence de ces observations, dans notre étude, a partir d’un cordon de 15cm
de longueur, il est possible d’aboutir 4 2,6 x 10" cellules au 6 “™ passage si elles sont
cultivées dans une condition normoxie et 3 x 10'* cellules si elles sont cultivées dans une
condition hypoxie.

Cette expansion rapportée en conditions hypoxique peut étre reliée a la présence d’une
activité télomérase. En effet, Grayson et al ont montré que la culture des CSM en hypoxie est
accompagnée d’une augmentation de ’activité télomérase et de 1’expression du facteur de
transcription Oct4 (Grayson 2007) qui sont impliqués dans le maintien de caractere
« souche ». En outre, I’hypoxie active les voies moléculaires dans de multiples systémes de
cellules souches qui semblent réguler Oct4 et la signalisation Notch, deux régulateurs
importants du caractére « souche » (Simon 2008). Enfin une concentration de 3-5% semble
maintenir la pluripotence de ces cellules (Ezashi 2005).

Dans un second temps, nous avons exploré I’impact de la concentration de 1’oxygene
sur I’expression des marqueurs de surface au cours de 1’amplification (PO a P7) et sur le
potentiel de différenciation des cellules (P1, P3, P5 et P7).

En effet, a I’issue de la culture en monocouche, un immunophénotypage des CSM a
¢été réalisé a chaque passage et dans chacune des conditions de culture (normoxie ou hypoxie).
Tout au long de la culture, quelles que soient les conditions, la proportion de cellules
possédant les marqueurs hématopoiétiques (CD34 et CD45), et exprimant HLA-DR est
toujours restée inférieure a 5% (Figure 32). D’autre part, les cellules étaient positives a plus
de 70% et tout au long de la culture pour CD29, CD44, CD73, CD90, et CD166 en normoxie
et CD29, CD44 et CD90 en hypoxie. Toutefois, pour les marqueurs CD105, CD146 et
CD164, il semblerait que la proportion de cellules exprimant ces récepteurs soit plus
importante au fur et a mesure de 1’amplification dans des conditions « Normoxie ». En
normoxie, CD105 a atteint un pourcentage maximal en P4 (40%) et a gardé son expression
constante jusqu’a P7. Par contre en hypoxie ce marqueur est exprimé a moins de 40% tout au
long de I’expansion. En 2006, Weiss et al., ont rapporté que CD105 est fortement exprimé
(97%) dans les cellules souches mésenchymateuses de la gelée de Wharton au quatrieme
passage, mais cette expression diminue en P8 (25%) (Weiss 2006). En revanche, Kim et al
(2011) ont trouvé que CD105 est fortement exprimé en P3 (85%), mais il a également observeé
que seulement pres de 60% de ces cellules affichent 1’expression de ce marqueur en P9 (Kim

2011). D’autre part, le CD146, dans les deux conditions de culture, la proportion maximale
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atteinte des cellules exprimant ce recepteur au cours de 1’amplification est entre 42%
(Normoxie) (Figure 33) et 55% (Hypoxie) (Figure 34). Nos résultats sont conformes avec
ceux du Schugar et al., qui a montré que les CSM de la gelée de Wharton possédent une
expression constante de CD146 (environ 50%) tout au long de la culture (jusqu’au passage
10) (Schugar 2009). Dans notre étude, le pourcentage d’expression du marqueur CD105 pour
les deux conditions de culture est relativement plus faible que la MO. De méme, comme nous
avons aussi remarqué, I’expression des marqueurs de suface CD146 et CD105 semble faible
dans la gelée de Wharton.

Mise a part pour 1’expression du récepteur CD73, la concentration en oxygene n’a pas
semblé influencer de maniére significative I’expression de marqueurs de surface caractérisant
les CSM. Pour le récepteur CD73, les cellules cultivées en absence d’oxygeéne exprimaient
moins ce récepteur a leur surface que leurs homologues cultivées en présence d’oxygene
(p<0,05 en P1 et P2) (Figure 35). Le CD73 est un facteur de prolifération et est impliqué dans
le controle de la croissance cellulaire. 11 est connu comme étant un marqueur de
différenciation (annexe). La plus faible expression de CD73 en condition d’hypoxie suggere
une capacité de différenciation diminuée. Nous suggérons que méme si les CSM de la gelée
de Wharton possédent une meilleure capacité de prolifération en absence d’oxygene,
cependant leur potentiel de différenciation sera probablement meilleur en normoxie.

Nous avons ensuite étudié¢ les capacités de différenciation des CSM de Gelée de
Wharton en cellules issues du feuillet mésodermique : en ostéoblastes, chondroblastes et en
adipocytes.

Au cours des deux dernicres décennies, les CSM ont €ét¢ amenées en clinique pour
plusieurs raisons. Initialement, les CSM ont été utilisés dans un certain nombre d'études visant
a créer le cartilage ou le tissu osseux par thérapie cellulaire en raison de leur potentiel de
différenciation chondrocytaires et ostéocytaires in vivo (Noel 2002).

Les études de Schneider et al. (2010) suggerent différents mécanismes pour la
formation de cellules osseuses pour les CSM provenant de cordon ombilical par rapport a la
moelle osseuse. Les propriétés de différenciation ostéogénique des CSM de cordon ombilical
sont renforcées par le contact avec le collagéne, alors que les CSM de la moelle stimule la
synthése des protéines de la matrice extracellulaire, y compris le collagéne de type L, Il et IV.
Cette méme étude a montré que les CSM du cordon ombilical plus cultivées sur des surfaces
rigides présentent des caractéristiques correspondant aux ostéoblastes plus matures qui sont
déterminés par la mesure de l'expression de I'ARNm pour les plus importants facteurs

spécifiques de la lignée ostéogénique tels que Runx2 et l'ostéocalcine. L'expression la plus
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¢levée a été observée sur des lames de verre. La forte réaction ostéogénique des CSM du
cordon ombilical avec le substrat rigide, a été également confirmée par la coloration de
minéralisation et est attribuée au fait qu'un tel substrat imite le mieux le micro-environnement
de I'os naturel (Witkowska-Zimny 2012).

Par ailleurs, nos résultats sur la différenciation ostéogénique ont montré que celle-ci a
¢té¢ obtenue apres 21 jours de la culture (Figure 36). D’autres études récentes nécessitaient
plus de temps (Karahuseyinoglu 2007; Salehinejad 2012). Par contre, Nous constatons
qu’apres la coloration histologique, 1’hypoxie semble exercer un effet initial inhibiteur sur la
différenciation ostéogénique, puis cette derniere semble augmenter au cours des passages.
Nekanti et al., a montré qu’en hypoxie, les CSM de la gelée de Wharton conservent leur
potentiel de différenciation en lignées multiples (ostéocytaire, chondrocytaire et adipocytaire)
(Nekanti 2010). Une autre étude a montré aussi que les CSM du cordon ombilical cultivés
dans 5% d’oxygene ont conservé leur potentiel de différenciation en lignée mésenchymateuse,
y compris 1’adipogenése, 1’ostéogenese et la chondrogenése (Farias 2011). D’autre part, le
renforcement de la différenciation ostéogénique des CSM du tissu adipeux peut étre induit
sous normoxie (Malladi 2006; Markway 2010).

Heureusement, jusqu'ici, les études cliniques signalées n'ont pas suggéré des effets
indésirables critiques des CSM sur un état pathologique dans de nombreux cas. Par
conséquent, l'utilisation des cellules souches mésenchymateuses en thérapeutique peut étre
considérée comme slire.

Dans notre étude la différenciation chondrocytaire des CSM du tissu adipeux a été
observée a des niveaux accrus dans les conditions d’hypoxie ou I’ostéogenése est inhibée.

En 2012, une étude conclue que les CSM de la gelée de Wharton cultivées sur des
échafaudages en nano-fibres avec 16 ng/mL du bFGF permettront d’avoir une meilleure
induction chodrogénique in vitro par rapport aux CSM de la moelle osseuse (Fong 2012). Une
autre étude a montré que le facteur de croissance du tissu conjonctif (CTGF) entraine une
augmentation de 1’¢lastine apres 7 jours d’induction chondrogénique des CSM de la gelée de
Wharton. ce facteur peut €tre considéré comme un complément utile dans le maintien du
phénotype du cartilage €lastique dans 1’ingénierie tissulaire des CSM issues de la gelée de
Wharton du cordon ombilical (Caballero 2013). D’autres études réveélent une légere
augmentation de I’expression des marqueurs de surface comme le CD40 et CD80 apres la
différenciation chondrocytaire des CSM de la gelée de Wharton (Liu 2012).

D’autres études sont nécessaires pour clarifier le potentiel de différenciation des CSM

de la gelée de Wharton pour leur utilisation dans la régénération des tissus et dans la thérapie
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cellulaire. Il serait bien d’examiner dans les travaux futurs le rdéle de 1’hypoxie sur
I’expression de ces facteurs lors de la différenciation chondrocytaire.

Notre travail a montré que la différenciation in vitro des CSM amplifiées a partir de la
gelée de Wharton pour tous les passages, a permis de vérifier que ces cellules humaines
isolées gardent leur potentiel de différenciation ostéocytaire et chondrocytaire au moins
jusqu’au septiéme passage.

Contrairement aux potentiels de différenciation chondrocytaire et ostéocytaire, qui
sont confirmés par plusieurs équipes, les résultats concernant la capacité de différenciation
adipocytaire des cellules provenant de la gelée de Wharton du cordon ombilical sont tres
différents. En effet, les cellules ont été cultivées pendant 21 jours dans un milieu
adipogénique puis ont été évaluées par coloration d’huile rouge O (Figure 38). Nous avons
constaté que les cellules ne se différenciaient que faiblement en adipocytes. La majorité des
cellules provenant de I’ensemble de tissu du cordon ombilical n’a pu terminer la
différenciation adipocytaire, méme aprés 1’ajout des substances nécessaires puissantes pour
une telle différenciation. Deux paramétres sembleraient affecter leur potentiel de
différenciation : la méthode de coloration et le temps d’incubation.

Nous avons aussi démontré que la concentration de 1’insuline de 1’indométhacine et la
présence ou non de 'IBMX affectent sur la formation des vacuoles lipidiques qui ont été
observées par la coloration avec de I’huile rouge O lors de la différenciation adipocytaire
(Figure 39).

De méme, en 2007, Karahuseyinoglu et al., ont rapporté que les cellules ont montré un
phénotype adipocytaire apres 40 jours (Karahuseyinoglu 2007). D’autre part, en 2011, Struys
et al., rapportent que seulement un tiers des CSM humaines avait un potentiel adipogénique
(Struys 2011).

Alors que certaines études décrivent un potentiel adipocytaire comparable aux cellules
souches mésenchymateuses de la moelle osseuse (Tsagias 2011; Salehinejad 2012), d’autres
¢tudes montrent que les cellules recueillies a partir du cordon ombilical humain sont
faiblement différenciées en adipocytes et seulement certains d’entre eux sont capables de
subir et d’exprimer des vacuoles lipidiques (Struys 2011).

En 2013, I’équipe Huang ef al., a observé une différence liée a ’age de la mere lors du
potentiel de différenciation adipocytaire des CSM derivées du cordon ombilical. L’étude est
basée sur deux groupes différents : le premier dont 1’age varie entre 19 et 25 (groupe jetine) et
le second entre 29 et 35 (groupe agé). La capacité de différenciation adipogénique des CSM

¢tait beaucoup plus importante chez les femmes agées par rapport a celles du groupe de
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jeunes, d’ou I’étude conclue que les femmes agées peuvent étre considérées comme une
source de cellules disponibles pour I’ingénierie du tissu adipeux. Cette étude raisonne que
cela pourrait étre attribué a une diminution de 1’état fonctionnel des organes due a 1’age de la
mere, qui assurent un réle de soutien et de microenvironnement qui permettent le
développement des CSM du cordon ombilical pour une si longue durée (Huang 2013).

Toutefois d’autres incertitudes demeurent quant a 1’impact des différences
individuelles (production des hormones, obésité, durée de gestation, etc...) sur la
différenciation adipocytaire des CSM du cordon ombilical. Ces incertitues pourraient avoir
une importance pertinente sur la mise en place de cellules souches mésenhcymatueses dans
les applications pratiques.

Les caractéristiques biologiques favorables et I'absence de questions éthiques relatives
a l'application des CSM de la gelée de Wharton du cordon ombilical suggerent que ces
cellules pourraient étre des candidats prometteurs pour l'ingénierie tissulaire et la thérapie de
cellules souches. La compréhension des mécanismes et des processus moléculaires de la
différenciation des cellules souches sous-jacente et la détermination du destin cellulaire n'est
pas complete. Les raisons qui menent ces divergences doivent encore étre clarifiées par des
expériences ultérieures. Il faut cependant penser que le potentiel de différenciation des

cellules du cordon ombilical dépend de leur localisation dans le tissu du cordon ombilical.
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Actuellement, les criteres de choix du tissu d’origine des CSM pour les essais
cliniques reposent essentiellement sur la richesse des prélevements et leur facilité d’acces.
L’isolement des CSM a partir de prélévement de moelle osseuse reste la méthode la plus
employée. Cependant, la nécessité¢ d’avoir recours a une anesthésie générale, le risque plus
¢levé d’une contamination virale des prélevements, et I’impact de I’age du donneur sur la
capacité de prolifération et de différenciation des cellules sont des inconvénients a prendre en
compte. C’est pourquoi, les chercheurs se sont tournés vers d’autres sources de CSM,
notamment les tissus foetaux (sang placentaire et gelée de Wharton du cordon ombilical).
Leurs propriétés les situent entre les CSM de moelle osseuse et les cellules souches
embryonnaires, sans les inconvénients éthiques et réglementaires liés a ces derniéres. Leur
isolement est relativement facile puisque le cordon ombilical est considéré comme un déchet
opératoire. Bien qu’ayant les mémes caractéristiques que les CSM issues de tissus adultes, les
CSM provenant des tissus feetaux semblent plus immatures sur le plan immunologique, ont un
potentiel de prolifération plus élevé et peuvent se différencier en un nombre de tissus plus
important (elles peuvent se différencier en adipocytes, ostéocytes ou en chondrocytes et méme
dans certaines conditions en cellules cardiaques ou hépatiques).

L’enjeu de ce travail de these a donc été d’identifier et d’amplifier ces cellules souches
mésenchymateuses issues du sang placentaire et surtout du cordon ombilical lui-méme (plus
spécifiquement de la GW). Les cellules ainsi produites ont été¢ caractérisées sur le plan
phénotypique et fonctionnel.

Dans un premier temps, pour caractériser les CSM de sang placentaire, il a fallu
valider une technique de culture cellulaire. D’apres la bibliographie, deux techniques étaient
décrites : la méthode dite « coatée » et la méthode « optimisée ». Malgré le nombre important
de poches de sang placentaire manipulées, quelle que soit la méthode de culture utilisée, le
taux de succes de la culture n’a jamais dépassé 20%. Dans le sang placentaire, la
concentration en CSM est plus faible que dans la moelle (1 pour 10® cellules mononucléées
dans le sang versus 1 pour 10° cellules dans la moelle osseuse), ce qui rend trés difficile leur
expansion. La difficulté a obtenir des CSM a été également relayée par d’autres auteurs qui
ont montré une corrélation inverse entre le nombre de semaine d’aménorrhée et le
pourcentage de CSM disponibles dans le prélevement ou leur capacité proliférative (Jain
2012; Ma 2012). Ne connaissant pas le nombre exact de semaines de gestation pour les
prélévements obtenus, nous ne pouvions ni affirmer ni exclure que les sangs placentaires nous
ayant permis d’isoler et de maintenir en culture des CSM provenaient d’accouchement ayant

eu lieu une ou plusieurs semaines avant le terme. Par conséquent, compte tenu des difficultés
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rencontrées, nous nous sommes tournés vers une autre source feetale : le cordon ombilical lui-
méme.

Au cours de la seconde phase du projet, nous nous sommes tout d’abord intéressés a
I’environnement physiologique des CSM. Nous avons montré que la gelée de Wharton se
composait de cellules entourées d’une abondante matrice extracellulaire riche en collagenes et
glycosaminoglycannes et que les CSM possédaient un phénotype variable selon leur
localisation dans la gelée. Cela nous laisse penser qu’il existerait probablement des sous-
populations de cellules souches mésenchymateuses a I’intérieur méme de la gelée de
Wharton. Apres avoir retiré 1’épithélium, la veine et les artéres du cordon, une digestion
enzymatique de la gelée de Wharton a montré que cette source générait une quantité
importante de CSM (environ 6,7 x 10° CSM potentielles pour un centimétre de cordon). Etant
donné dans notre étude que la longueur moyenne des cordons ombilicaux est de 25 cm, le
nombre total de CSM disponibles dans un cordon entier pourrait étre d’environ 16 millions.
D’un point de vue thérapeutique, cette source présente I’avantage de pouvoir réaliser un grand
nombre de doses thérapeutiques a partir d’un seul prélévement et aprés une expansion sur
seulement quelques passages.

L’influence de la concentration en oxygene au cours de 1’amplification des cellules a
¢galement été étudiée. Pour cela, les CSM-GW ont été cultivées jusqu’au septiéme passage en
normoxie (21%) ou en hypoxie (5%). Une caractérisation des cellules a été réalisée a 1’issue
de différents passages (P1, P3, P5 et P7) et consistait en une étude de la prolifération mais
aussi du potentiel de différenciation. Quel que soit le passage, la faible teneur en oxygene au
cours de I’expansion ne semble pas avoir d’effet sur le phénotype des cellules tandis qu’elle
semble diminuer le temps de doublement des CSM. D’apres les colorations histologiques,
I’hypoxie au cours de I’expansion puis tout au long de la différenciation semble favoriser la
chondrogénése et inhiber la différenciation ostéogénique. En revanche, quelles que soient les
conditions de culture, la différenciation adipogénique des CSM-GW semble difficile a
obtenir. Dans de futurs travaux, il faudra comprendre pourquoi les cellules issues de cette
source feetale rencontrent autant de difficulté a s’engager dans cette voie de différenciation.

L’ensemble de nos travaux ont montré que les cellules souches du cordon ombilical
possédaient de multiples avantages:

- Chaque cordon peut générer une quantité importante de CSM ce qui permettrait de
préparer des lots homogenes pour le traitement de patients, ce qui fait défaut aujourd’hui avec

les CSM de la moelle osseuse.
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- Ces CSM ont des propriétés au moins €quivalentes a celles déja décrites dans de
précédents travaux de la moelle osseuse.
- Le 3°™ avantage qui est trés important, est que ces cellules souches sont bien tolérées
d’un point de vue immunologique (faible expression des molécules HLA).
Bien entendu, tous ces avantages nécessitent des développements complémentaires, en
particulier de la stabilité des lignées au cours de I’expansion (longueur des télomeres et
absence de transformation maligne a travers le caryotype) et de la caractérisation
fonctionnelle (expression d’HLA-G et caractére multipotent de ces cellules).
La caractérisation fine de ces cellules permettrait a moyen terme de :
- réaliser un transfert technologique de la recherche vers la clinique d’une méthode
d’isolement et de production de CSM issues de la Gelée de Wharton du cordon

ombilical.

- créer une banque de cellules souches mésenchymateuses finement caractérisées qui
seraient disponibles pour des applications pré-cliniques et cliniques de Médecine
régénérative, (intéressant le muscle cardiaque, les vaisseaux, les tissus osseux, le
cartilage, et méme d’autres tissus ou organes). D’autres applications pourront
également étre concernées comme le traitement de la réaction du Greffon contre
I’Héte (GvHD, survenant apres allogreffe de cellules souches hématopoiétiques)

ou encore le traitement du choc septique.
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Annexe

CD34

Le CD34 est une protéine transmembranaire a simple chaine d’environ 116 kDa. Il est
exprimé sur les cellules souches/progéniteurs hématopoiétiques immatures, les cellules
endothéliales des capillaires, les fibroblastes embryonnaires et quelques rares cellules gliales
du tissu nerveux (Krause 1996)

L’expression du CD34 semble étre maximale sur les progéniteurs les plus précoces et
diminue progressivement avec la maturation (Civin 1990).

C’est un antigéne de différenciation des leucocytes spécifique a un stade plutét qu’a
une lignée. Les précurseurs lymphoides B définissables les plus immatures (CD19+/CD10+
sont CD34+ (Civin 1990; Krause 1996). Les précurseurs lymphoides T immatures expriment
également la TdT et le CD34+ (Krause 1996). Les lymphocytes, les monocytes, les
granulocytes et les plaquettes du sang périphérique normal n’expriment pas le CD34. Environ
60 % des leucémies a lymphocytes B aigu€s, 40 % des leucémies aigué€s myéloides (LAM) et
125 % des leucémies a lymphocytes T aigués expriment le CD34 (Civin 1990). On constate
que les leucémies lymphoides chroniques, les lymphomes et plusieurs types de myélomes

présentent un résultat uniformément négatif au CD34 (Civin 1990; Krause 1996).

CD45

Le CD45 est une protéine transmembranaire a chalne unique de type I qui est
exprimée généralement a un degré éleveé dans les cellules nucléées d’origine hématopoiétique
(Sewell WA 1997). Par conséquent, il est présent dans les lymphocytes B et T, les
granulocytes, les monocytes et les macrophages, a I’exception des érythrocytes et des
mégacaryocytes en cours de maturation (Leong AS-Y 1999). Il existe cinq isoformes
différentes du CD45, en fonction de I’épissage différentiel des exons 4, 5 et 6. Le poids
moléculaire des isoformes vaire mais tout en gardant en commun le méme segment
intracellulaire qui joue un role fonctionnel dans 1’activation et la différenciation

lymphocytaire (Sewell WA 1997).
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CD29 (intégrine 1)

Les intégrines jouent un rdéle majeur dans la médiation des interactions entre les
cellules et leur environnement de la matrice extracellulaire (ECM). En effet ils interagissent
avec ’ECM a travers leurs domaines extracellulaires, et avec des composants du cytosquelette
et des molécules de signalisation a travers leurs domaines intracellulaires. En plus de
fournir l'ancrage physique des cellules, I'engagement des intégrines transmet des signaux dans
les cellules qui contrdlent leur survie et leur comportement (Hynes 2002) et peuvent réguler
de nombreuses fonctions cellulaires, comme 1’adhésion cellulaire, la motilité, la forme, la
croissance et la différenciation. Le CD29 (intégrine B1) fait partie de la superfamille des
intégrines et est impliqué dans 1’adhésion cellule-cellule (Behzad 1996; Werr 1998). Par
ailleurs, I’hypoxie est un régulateur majeur de 1’expression du CD29 qui peut étre due a un
¢lément de HIF-la (Hypoxia Inductible Factor) dans sa région promotrice (Thompson 2004;
Keely 2009).

%

CD44 est une glycoprotéine transmembranaire de 37KDa, exprimée a la surface des
cellules vasculaires et pro-inflammatoires et qui induit leur activation par adhésion.
Egalement détectée sur d’autres types cellulaires tels que les fibroblastes, les cellules
endothéliales et épithéliales, elle est caractérisée par la trés grande variabilité de sa structure,
due a Dl’expression variable de plusieurs exons (régulée par épissage alternatif), et de
différence de glycosylation. Elle assure également 1’adhésion des lymphocytes activés au
niveau des cellules de I’endothélium et des muscles lisses. Cette hétérogénéité moléculaire du
CD44 est probablement a l'origine de son affinité pour de multiples ligands et de sa
participation a de nombreux processus biologiques, comme I'adhérence cellulaire (par
exemple, 'adhérence des lymphocytes aux cellules endothéliales, et celle des lymphocytes B
aux cellules stromales), I'agrégation et la migration cellulaires, l'activation et la différenciation
lymphocytaires. Par ailleurs, l'expression du CD44 change profondément au cours de
'évolution métastatique des tumeurs, et elle pourrait étre un précieux indicateur de la
progression tumorale. Les multiples dénominations sous lesquelles le CD44 a été décrit,
comme homing cell adhesion molecule (H-CAM), Hermes, phagocytic glycoproteinl (Pgp-1),
class III extracellular matrix receptor (ECMR-III), etc., rendent compte de la multiplicité
fonctionnelle de cette molécule (Naor 1997; Zoller 1997). D’autre part 1’acide hyaluronique,
un des principaux constituants de la matrice extracellulaire, est le principal ligand de CD44. 1l

est particuliecrement abondant dans les tissus conjonctifs mais la moelle osseuse et les
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ganglions en contiennent aussi de grandes quantités (Del Rosso 1981; Gallagher 1983;
Gordon 1988; Smadja-Joffe 1992).

De méme, le CD44 est un récepteur important impliqué dans les interactions cellule-
matrice et est exprimé sur les CSM (Schieker 2004; Schieker 2007). Ce récepteur
transmembranaire unique est responsable de la liaison a 1’acide hhyaluronique. Il est aussi
abondamment exprimé sur la surface des cellules chondrocytaires et il est un facteur

important dans le maintien de ’homéostasie du cartilage (Knudson 2002).

CD73

CD73 est une glycoprotéine de poids moléculaire 70 KDa ancrée a la surface cellulaire
via un GPI (glycosylphosphatidylinositol) ayant une activité enzymatique ecto-59-nucléotidase
qui catalyse la déphosphorylation de ’AMP a I’adénosine (Lennon 1998; Volmer 2006).
CD73 est un facteur de prolifération et est impliqué dans le controle de la croissance cellulaire
(Ujhazy 1996; Sadej 2006), dans la prolifération des cellules de gliome (Bavaresco 2008),
dans I’interaction cellule-cellule et cellule-matrice surtout laminine et fibronectine (Stochaj
1989; Mehul 1992; Zhou 2007; Sadej 2008). En effet sa surexpression est liée a la malignité
accrue des cellules du cancer du sein (Wang 2008) et du mélanome de haut degré (Sadej
20006).

CD73, initialement défini comme un antigene de différenciation des lymphocytes,
fonctionne comme une molécule d’adhésion nécessaire pour la liaison des lymphocytes aux
endothéliums (Airas 1995), et est une molécule de co-signalisation sur les lymphocytes T
losqu’il est 1i¢ a des anticorps (Resta 1998).

CD73 est hautement régulé¢ par I’'HIF-1a (Hypoxia Inductible Factor) (Synnestvedt
2002; Thompson 2004).

CD90 (THY 1)

CD90 est une glycoprotéine de surface cellulaire initialement identifiée sur les
thymocytes de souris. Bien que le CD90 a été identifié sur une variété de cellules souches et a
différents niveaux dans les tissus non lymphoides tels que les fibroblastes, les cellules du
cerveau, et les cellules endothéliales activées. La reconnaissance sur les niveaux d’expression
de CD90 sur les différents types cellulaires, y compris les cellules humaines primaires, reste
limitée. C’est une molécule d’adhésion cellulaire et appartient au plus petit membre de la
superfamille des immunoglobulines avec un poids moléculaire de 25-35 KDa. Il est une

glycoprotéine ancrée a la surface cellulaire via un GPI motif (Rege 2006). L expression de

149



ANNEXE

CD90 differe entre les especes. Chez les humains, il est exprimé sur les cellules souches, y
compris les cellules souches mésenchymateuses, cellules souches hématopoiétiques et les
cellules souches kératinocytaires et a différents niveaux sur les tissus no-lymphoides tels que
les fibroblastes, les neurones et les cellules endothéliales activées (Nakamura 2006).

CD90 est normalement exprimé sur les cellules hématopoiétiques immatures de la
moelle osseuse, mais aussi sur le tissu conjonctif et les cellules stromales. Sa fonction n’est
pas encore complétement connue, mais éventuellement il est responsable de 1’adhérence des
cellules hématopoiétiques et leur croissance (Zucchini 2001).

CD90 fonctionne dans I’inflammation et la cicatrisation des plaies en synthétisant et
en libérant des facteurs de croissance, des cytokines et des composants de la matrice
extracellulaire pour aider a réparer les tissus endommagés. Il joue un rdle dans 1’adhésion
cellule-matrice et cellule-cellule entre les médiateurs inflammatoires de la réponse
immunitaire. Par exemple, les monocytes CD90, site de ligand, se lie a CD90 des cellules
endothéliales activées lors de I’inflammation, permettant a la migration des cellules
immunitaires vers les sites d’inflammation. Il inhibe également la croissance des cellules
non-neuronales et peut jouer un réle dans la croissance et la différenciation des cellules
souches (Rege and Hagood 2006).

En ce qui concerne les cellules souches mésenchymateuses, plusieurs études ont
montré que le marqueur CD90 ¢était exprimé a leur surface et plus particulierement a la
surface des CSM indifférenci¢es. Par ailleurs, son expression diminue une fois que les
cellules souches mésenchymateuses s’engagent dans la voie de différenciation chondrocytaire

ou ostéogenique (Krampera 2005; Wiesmann 2006).

CD105 (Endogline)

CDI105 est une glycoprotéine transmembranaire de 180 KDa constitutivement
phosphorylée (Haruta 1986; Gougos 1988; Gougos 1990; Bellon 1993; Lastres 1994) avec
des marqueurs tissulaires spécifiques (Burrows 1995). 11 est principalement exprimé sur les
cellules endothéliales (Burrows 1995; Miller 1999; Fonsatti 2000) et son promoteur est
fortement et sélectivement actif dans ces cellules (Graulich 1999; Botella 2002). Des niveaux
d’expression élevés de ce marqueur ont été détectés sur 1’endothélium microvasculaire
humaine (Wong 2000) et sur les cellules endothéliales vasculaires qui subissent une
angiogenese active, comme la régénération et les tissus enflammés ou des tumeurs
endothéliales (Wang 1993; Krupinski 1994; Burrows 1995; Miller 1999; Schimming 2002;
Torsney 2002; Chung 2004). CDI105 est un composant du récepteur complexe TGF-B
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(Transforming Growth Factor) (Cheifetz 1992; Lastres 1996; Barbara 1999), une cytokine
pléiotropique impliquée dans la prolifération, la différenciation cellulaire et la migration
(Govinden 2003). Il se lie aux composants de la superfamille du TGF-f (Cheifetz 1992;
Lastres 1996; Barbara 1999).

Particulierement le CD105 est largement exprimé dans les petits vaisseaux tumoraux
immatures comme a ¢té démontré dans le sein, la prostate et le cancer gastrique (Wang 1994;
Wikstrom 2002; Yu 2003) et rarement il est exprimé dans le cytoplasme des cellules
néoplasiques (Fonsatti 2003).

Dans les chondrocytes, son expression est inversement proportionnelle a la capacité de
synthése de la matrice cartilagineuse observé chez le rat (Dell'Accio 2001). La protéine
transmembranaire CD105 serait donc un marqueur prédictif permettant d’évaluer la capacité
des chondrocytes a former une matrice cartilagineuse. Par ailleurs, le marqueur CD105 est
¢galement présent a la surface des CSM (Cheifetz 1992). 1l a été montré que les cellules
progénitrices exprimant le marqueur CD105 étaient capables de s’engager dans la voie de

différenciation chondrocytaire (Majumdar 2000).

CD146

CD146, aussi connu comme Mel-CAM, MUCI18, Antigéne A32 et S-Endo-1, est une
glycoprotéine de membrane qui fonctionne comme une molécule d’adhésion cellulaire
(Lehmann 1989) et est exprimé de fagon constitutive dans I’endothélium humain (Bardin
1996). Basé sur I’homologie de la séquence nucléotidique, CD146 est classé en tant que
membre de la superfamille des genes d’immunoglobulines.

L’expression de CD146 a ét¢ démontrée dans un spectre relativement limité de tissus
humains normaux et de tumeurs malignes. Son profil d’expression peut €tre utile dans le
diagnostic de certaines lésions, y compris les mélanomes (Lehmann 1989) et cellules
musculaires lisses et des cellules dendritiques (Bardin 1996). Bien que le rdle biologique de
CD146 dans I’endothélium reste incertain, il a été suggéré de jouer un réle important comme

une molécule d’adhésion (Shih 1999).

CD164

La caractérisation biochimique et fonctionnelle de CD164, également connu sous les
noms de Sialomucin ou MGC-24 (Multi-glucosylated core protein 24), indique que c’est une
nouvelle famille de glycoprotéine d’environ 80-90 KDa exprimée dans les cellules souches

hématopoiétiques CD34+ (Watt 1993), et est présente au cours des premiers stades de la
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cellule B, des cellules érythroides et le développement cellulaire myélomonocytaire. Il est
également exprimé sur les cellules épithéliales, les monocytes du sang périphérique et
faiblement sur les lymphocytes. Des rapports suggerent que CD146 pourrait jouer un role
dans 1’hématopoiese en facilitant 1’adhésion des cellules CD34+ de la moelle osseuse du

stroma (Watt 1998; Zannettino 1998).

CD166 (ALACAM)
ALCAM ¢également connu sous le nom CD166 (Cluster differentiation 166) est un

membre de la superfamille des immunoglobulines. Cette protéine se lie a I’antigene CD6 des
cellules T, et est impliquée dans le processus d’adhésion, de migration cellulaire (King 2004;
Ofori-Acquah 2008), et de croissance, y compris le développement neuronal, le développement
des organes de branchement, de I'hématopoiése, la réponse immunitaire et la progression
tumorale (Swart 2002). Il est exprimé dans différents types de tissus (normaux et
néoplasiques). Les données sur la distribution tissulaire des ALCAM suggérent que cette
protéine est exprimée d’une maniere aberrante dans différents tumeurs comme mélanome,
cancer de la prostate, le cancer du sein, cancer colorectal, et cancer de la vessie (Swart 2002;
King 2004; Ofori-Acquah 2008; Tachezy 2011) et est impliquée dans la progression tumorale
et les métastases (Jezierska 2006).

Elle est exprimée dans les cellules en développement des 3 lignées embryonnaire, et se
localise au niveau des jonctions intercellulaires dans I’épithélium dans le cadre d’un complexe
adhésif qui maintient I’architecture tissulaire (Ofori-Acquah 2008).

En ce qui concerne les CSM, ce marqueur est exprimé a leur surface lors des phases de
prolifération (Swart 2002). Récemment, sa présence a été montrée a la surface des
chondrocytes, apreés culture en monocouche, donc a la surface de cellules en voie de
dedifférenciation (Diaz-Romero 2005). Son expression diminue des lors que les cellules sont
engagées dans la voie de différenciation ostéogénique (Bruder 1997). Il est donc considéré

comme marqueur du stade de différenciation.

CD271

CD271, aussi connu comme récepteur de faible affinit¢ nerveuse, de facteur de
croissance (LNGFR) ou p75NTR, est le seizieme membre du récepteur de facteur de nécrose
tumorale (TNFR) de la superfamille de protéines transmembranaires (Thomson 1988). Ces

derniers partagent une homologie dans leur domaine extracellulaire, et ont un domaine
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cytoplasmique mort. CD271 se différencie des autres membres de la famille des récepteurs
TNFR car elle affecte sur la croissance, la différenciation et la mort du systéme nerveux
(Rogers 2008). Ce marqueur de surface cellulaire définit potentiellement un sous-groupe
précurseur des cellules souches mésenchymateuses, et peut étre utilisé pour I’enrichissement
des cellules souches non-hématopoiétiques a partir de la moelle osseuse (Jones 2006).

CD271 a des actions contradictoires, il fonctionne pour promouvoir la survie cellulaire
ou induire sa mort (Lu 2005). Il est largement exprimé dans le développement de tissue neural
(Roux 2002). En dehors du systeme nerveux, p7SNTR est exprimé dans les myoblastes et les
tissus en développement d’origine mésenchymateuse, y compris les follicules pileux, les
fibroblastes, les reins, les poumons et les testicules (Wheeler 1992).

Surtout, bien que CD271 soit abondamment exprimé au cours du développement, il
baisse I’expression de nombreuses cellules de ’origine adulte et est seulement révélée dans
des conditions entralnant des Iésions neuronales, comme 1’état des maladies
neurodégénératives. Dans de nombreuses maladies neurologiques, les déficits et les
syndromes ont été corrélés avec I’expression CD271. Il s’agit notamment de la maladie
d’Alzheimer, la sclérose latérale amyotrophique, les tumeurs de la créte neurale, ischémie, la
dégénérescence des cellules de Purkinje du cervelet, la schizophrénie, 1’asthme bronchique et
certaines maladies auto-immune (Dawbarn 2003; Schor 2005).

Les profils d’expression de CD271 dans différents types de cancer ont également été
¢tudiés en profondeur. Bien que I’expression de CD271 n’ait pas été corrélée a un phénotype
cancéreux, il a été trouvé pour €tre un marqueur utile dans certaines tumeurs (Fanburg-Smith
2001). En outre, dans certains cancers comme le cancer de la prostate et de vessie, CD271 agit
comme un suppresseur de tumeur et la progression des tumeurs bénignes métastatique est
associée a une diminution de I’expression de CD271 (Krygier 2001; Khwaja 2003; Khwaja
2004).
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