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Avant Propos
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INTRODUCTION GENERALE



Les pathologies vasculaires coronarriennes et périphériques constituent 1’une des principales
causes de déces dans le monde. L’athérosclérose, notamment, se traduit par la formation d’une
plaque d’athérome sur la paroi vasculaire, pouvant aller jusqu’a 1’obstruction du vaisseau qui peut
avoir des conséquences fatales. En clinique, quand la désobstruction des vaisseaux s’avere
inopérante, leur remplacement devient nécessaire. Le matériau utilis€ en premiére intention est le
vaisseau autologue. Malheureusement, un tiers des patients n’a pas de vaisseaux autologues
disponibles du fait d’une utilisation antérieure, d’une taille inadéquate ou de leur qualité médiocre,
et les chirurgiens aimeraient disposer de substituts vasculaires cellularisés, en particulier pour de
faible diameétre. La recherche actuelle dans ce domaine s’est orientée vers la construction de

vaisseaux cellularisés fonctionnels capables de s’adapter aux contraintes homéostasiques.

A ce jour, avec I’avénement des biomatériaux, le recours a des matrices artificielles s’est
imposé pour la fabrication de substituts artériels. En effet, de nombreux matériaux, le plus souvent
des polyméres tels que le Téflon™ ou le Dacron®, ont suscité un intérét certain dans la chirurgie
vasculaire. Ces prothéses sont utilisées avec succes pour le traitement de pathologies touchant des
artéres de gros diameétre. Le remplacement des vaisseaux d’un diamétre interne inférieur a 6 mm
pose probleme : il peut survenir la formation de caillot a court terme et une hyperplasie intimale a
plus long terme, a proximit¢é de I’anastomose. En effet, le développement d’une surface
physiologiquement hémocompatible est encore un challenge en chirurgie vasculaire. Pour remédier
a ces limites, la recherche en ingénierie vasculaire tente de mettre au point un substitut vasculaire
dont les caractéristiques se rapprochent le plus possible du vaisseau natif et donc présentent une

surface luminale hémocompatible et similaire a celle retrouvée in vivo.

Les cellules endothéliales (CEs) représentent un composant de choix pour tapisser la surface
luminale des substituts vasculaires, douées, entre autre, d’une capacité anti-thrombotique.
Cependant, la majorité des cellules colonisant cette surface se détachent, lors de I’implantation du
greffon, sous I'influence du flux sanguin (1-3). Une modification de la surface luminale est donc
indispensable pour améliorer 1’ancrage et la croissance des cellules sur le biomatériau. Cette
technique doit favoriser la formation d’un néo-endothélium stable, capable de résister aux
contraintes exercées par le flux sanguin. Depuis quelques années, une nouvelle méthode de

modification de surface, reposant sur la construction d’un film multicouche de polyélectrolytes

-2-



(PEMs), tend a se développer dans différents domaines médicaux. C’est une technique simple, de
faible colit et biocompatible, mis au point au début des années 1990, construite par un dépot alterné
de solutions de polycations et de polyanions (4). Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont
montré 1’intérét de ces films en ingénierie vasculaire (thése C. Boura, H. Kerdjoudj, V. Moby et N.
Berthelemy), en particulier en terme d’adhérence cellulaire, de prolifération et de stabilité lors de

I’implantation in vivo en comparaison a des revétements naturels tels que la fibronectine.

Les CEs matures utilisées pour tapisser la lumiére des substituts vasculaires peuvent é&tre
isolées a partir d’artéres humaines, mais elles présentent une capacité de prolifération limitée
doublée d’une dédifférenciation progressive au cours de leur expension in vitro. Le besoin de
trouver une source non traumatisante de CEs capables de proliférer rapidement, nous a conduit a
nous intéresser aux cellules souches mésenchymateuses (CSMs), et parmi elles, les CSMs issues de
la gelée de Wharton (GW) entourant le cordon ombilical. Ces cellules présentent de nombreux
avantages : une technique d’extraction simple et non invasive, une capacité de prolifération élevée
et un temps de différenciation accéléré (5). Depuis quelques années, différents facteurs ont été
identifiés, capables d’influencer la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en une
lignée cellulaire spécifique telle que la lignée endothéliale. Parmi ces facteurs, nous pouvons citer :
le milieu de culture et son contenu (facteurs de croissance, sérum...), la densité¢ d’ensemencement
cellulaire, les caractéristiques de la surface de culture, la fraction en oxygene, les contraintes
mécaniques... (6-8).

Notre travail vise a concevoir, a partir de cellules souches mésenchymateuses, un néo-
endothélium fonctionnel destiné a tapisser la lumicre interne des substituts vasculaires. Ainsi, I’idée
a été de favoriser la différenciation, en cellules endothéliales, de CSMs issues de la gelée de
Wharton (GWs) et de comparer leur potentiel de différenciation a celui des CSMs provenant de la
moelle osseuse (MO). Pour ce faire, nous avons cherché a optimiser notre protocole de
différenciation via le choix de I’architecture formant les PEMs, la densité d’ensemencement des
cellules, le pourcentage de sérum dans le milieu et enfin les facteurs de croissance. Les résultats de
la mise au point du protocole seront détaillés dans la partie résultats I et II. La différenciation

cellulaire a été vérifiée en étudiant le phénotype de cellules différenciées et leur fonctionnalité au



cours du temps et en fonction des conditions expérimentales, les données obtenues seront détaillées

dans la partie III des résultats.

Ces travaux s’inscrivent dans le cadre des activités du groupe d’ingénierie vasculaire de
I’équipe 5 " Ingénierie Cellulaire et Tissulaire, Vectorisation " de 'UMR CNRS 7365 dont I’un des
objectifs est de développer des substituts vasculaires de petits calibres. Ce mémoire de thése se

présente en quatre parties :

- une introduction bibliographique, rappelle les différentes approches conduites pour la
substitution vasculaire, qu’il s’agisse des solutions cliniques ou des travaux de recherche en
ingénierie tissulaire, avec une attention particuliére de la littérature portant sur la différenciation des

cellules souches en cellules endothéliales, puisqu’elles sont au centre de notre travail.

- Apres présentation des objectifs, une partie des méthodes sera détaillée et le reste sera donné

au travers d’articles figurants dans ce manuscrit.

- La troisiéme partie présente I’ensemble des résultats sous forme d’articles (un paru et le
2¢me en soumission), et de résultats complémentaires qui n’ont pas fait I’objet d’articles. Chaque

chapitre de résultats est accompagné d’une courte introduction et d’une conclusion.

- La derniére partie concerne la conclusion générale et les limites de ces travaux et sera

I’occasion de définir des perspectives envisagées a la suite de cette these.



PARTIE I : BIBLIOGRAPHIE ET
OBJECTIFS DE RECHERCHE



I. Les maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires constituent un ensemble de troubles affectant le cceur et les
vaisseaux sanguins, dont les principales sont I’athérosclérose, la formation d’anévrysmes et la
thrombose. Elles présentent, aujourd’hui, la premicre cause de mortalit¢ mondiale, et le nombre de
décés qui leur est imputable a été estimé a 17,3 millions en 2008, soit 30% de la mortalité mondiale
totale (9). Ces pathologies cardiovasculaires représentent 4 millions de déces par an en Europe, soit
47% de la mortalité totale ; elle est mise en cause dans 52% des décés chez la femme contre 42%
chez I’homme (10). En France, les maladies cardiovasculaires arrivent en deuxiéme position

derriére le cancer, et sont responsables du tiers de la mortalité totale (fig. 1) (11).

Cancer

B Maladies de I'appareil respiratoire
Maladies infecteuses et parasitaires
Suicides

B Maladies de I'appareil digestif

B Maladies cardiovasculaires

Source: CépiDc-Inserm, octobre 2009

Figure 1 : Répartition des principales causes de mortalité en France.

II. L’Athérosclérose

1. Définition

L’athérosclérose est a 1’origine de la plupart des maladies cardiovasculaires. Cette pathologie n’est
pas issue des temps modernes ; en effet, c’est en 1833 a Strasbourg que le terme « artériosclérose »
est défini pour la premiere fois par le Dr. Jean Fréderic Martin Lobstein. Ce dernier définit ces
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altérations artérielles comme un durcissement et un épaississement de la paroi des artéres
indépendant d’une inflammation (12). Aujourd’hui, 1’artériosclérose est principalement causée par
un vieillissement vasculaire. En 1904, le terme « Athérosclérose » est proposé par Felix Marchand
(13). Ce terme reflete I’effet athéromateux et scléreux de la maladie.

L’athérosclérose serait la forme la plus grave de 1’artériosclérose. Elle se caractérise par une atteinte
chronique de la paroi vasculaire des artéres de moyen et de gros calibre, due a 1’accumulation de
lipides amorphes (triglycérides, cholestérols) et de nombreux éléments sanguins dans 1’espace sous

endothélial conduisant ainsi a la formation d’une plaque d’athérome (fig. 2) (14).

Cellules
N e T musculaires
AR P

¥ Artere | N\
normal g SO

: 0o S0
76 Jo )0,

¥ Artére < Plaque
§ sténosée : stabilisée

Stabilisation
de la plaqu

Rupturede la
plaque: Thrombose

Figure 2: Genése da la plaque d’athérome : de D’artére saine vers la formation d’une

thrombose (14).

C’est un processus pathologique lent et complexe, distinct du vieillissement vasculaire, qui débute
des le jeune age et évolue en diminuant progressivement la lumiére vasculaire, pouvant a terme

aboutir a son obstruction totale. La fréquence et I’étendue des 1ésions augmentent fortement avec les
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facteurs de risques tels que I’age, les dyslipidémies héréditaires, les anomalies des facteurs
hémostatiques, mais également ceux d’origine environnementaux tels que la sédentarité, I’obésité et
le tabagisme (15). L’athérosclérose représente un enjeu majeur en santé publique. Toutefois,
maladie discréte mais progressive, les symptomes ne se révelent généralement que tardivement
apres 1’apparition des premiéres Iésions anatomiques, retardant ainsi le dépistage et la prise en

charge thérapeutique.

2. Manifestations cliniques

La gravité¢ de 1’athérosclérose dépend de I’endroit ou se forme la plaque d’athérome et de sa
stabilité. Elle est responsable d’affections aiglies comme :

- Coronaropathies de type ischémique.

- Accidents vasculaires cérébraux (AVC).

- Artérites dans 90% des cas, en particulier dues a I’athérosclérose des membres inferieurs.
Ces accidents, lorsqu’ils ne sont pas fatals, sont a 1’origine de séquelles fonctionnelles sévéres :

paralysie, trouble sensitifs, trouble du langage dans le cas des AVC, apparition d’une insuffisance

cardiaque...

3. Traitement de ’athérosclérose

3.1. Traitements classiques

Les études épidémiologiques ont mis en évidence une étroite relation entre le niveau du cholestérol
sanguin et la fréquence des complications cardiovasculaires. Les traitements hypolipémiants ont
montré une grande efficacité dans la prévention de cette maladie. Les hypolipémiants principaux
sont les résines échangeuses d’ions (16,17), les fibrates (18,19), les inhibiteurs de la 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A (HMG-CoA) réductase (20,21) et autres composés tels que les
inhibiteurs de I’absorption intestinale du cholestérol (22), les huiles de poissons (23) et enfin les
antioxydants (24). Il faut préciser que le traitement principal reste la prévention telle que 1’arrét du

tabagisme, la pratique d’une activité physique réguliére, le contrdle de la tension artérielle, la
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correction de la dyslipidémie, 1’équilibre du diabéte et I’adaptation diététique pour lutter contre

I’exces de masse pondérale.

3.2. Traitements chirurgicaux

Lorsque les traitements pharmacologiques sont incapables de réduire la progression de la pathologie
et que le rétrécissement de D’artere est supérieur a 70%, la pratique chirurgicale est nécessaire pour
aider a prévenir les complications de ’athérosclérose. Ceci peut étre fait soit par des techniques
endovasculaires telles que I’angioplastie suivie par la pose d’endoprothéses, soit par des méthodes
chirurgicales conventionnelles comme les pontages qui représentent la méthode de référence (fig.
3).

Figure 3 : Les différentes stratégies thérapeutiques chirurgicales. (4) Angioplastie et pose
d’endoprotheses (25). (B) Pontage vasculaire (26).

3.2.1.  Angioplastie et pose d’endoprotheses

L’angioplastie consiste a rétablir le diametre de 1’artére, favorable de novo a la circulation sanguine.
Cette technique consiste a écraser, a 1’aide d’un ballonnet gonflable, les plaques d’athérome
formées. Généralement, 1’angioplastie par ballonnets est complétée par la pose d’une endoprothese,

sorte de petit tube ajouré métallique expansible qui retarde 1’apparition de nouvelles obstructions ou
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d’un rétrécissement de I’artére. Ceci représente donc une armature étayant la paroi de 1'artére a titre
permanent. Toutefois, la mise en place d’un stent métallique dans la lumiére des artéres peut étre
responsable d’une resténose, conséquence d'une prolifération cellulaire excessive et formation de
neo-intima suite au traumatisme provoqué par 1’action mécanique du ballonnet au niveau de la paroi
de l'artere. Afin d’éviter toute thrombose précoce sur la surface des endoprothéses, des
anticoagulants tels que la warfarine (inhibiteur du facteur IX), 1’aspirine (inhibiteur de la
cyclooxygénase-1) ou le clopidogrel (antagoniste des récepteurs plaquettaires de 1’adénosine
diphosphate) sont administrés dans la circulation sanguine (27). Pour inhiber la prolifération
cellulaire excessive locale, les endoprothéses peuvent étre recouverts d'un polymere capable de
libérer une molécule antiproliférative telle que le paclitaxel et sirolimus (28, 29). Néanmoins, des
cas de thromboses tardives ont été rapportées (30), nécessitant de diversifier le choix des polymeéres

et molécules contenus sur les endoprothéses.

3.2.2.  Le pontage vasculaire

Malgré le développement de techniques curatives endovasculaires (angioplastie et stent), le pontage
vasculaire reste nécessaire chez un nombre élevé de patients. Le cahier des charges de ce greffon
doit répondre a plusieurs critéres, que 1’on peut plus précisément énumérer : durabilité suffisante,
biocompatibilité, perméabilité, résistance a la suture, non thrombogénique, souple mais ne
s'oblitérant pas lorsqu'elle est fléchie, résistante aux infections, stérilisable et disponible en plusieurs
dimensions (31). Le pontage vasculaire peut se faire en utilisant une veine ou parfois une artére
(autogreffes), une veine provenant de la méme espéce (allogreffes) ou une prothése synthétique.
Quatre dates importantes marquent le début de 1’¢re chirurgicale vasculaire moderne :

- 1906, Jose Goyannes réalise la premiere interposition d’une greffe veineuse a la place d’un
segment anévrismal artériel chez ’Homme (32).

- 1949, le chirurgien frangais Jean Kunlin est le premier a utiliser une veine sapheéne pour le
traitement chirurgical d’une carotide présentant des 1ésions athérosclérotiques (33).

- 1951, premicre utilisation d’un substitut artériel en chirurgie vasculaire chez ’homme par Oudot.
Il s’agissait alors de I’implantation d’une allogreffe artérielle thoracique (34).

- 1952, premier pontage vasculaire synthétique effectué par Voohrees par implantation d’une

prothése textile poreuse (35).
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- Les autogreffes

Ce sont des substituts provenant du patient et prélevés extemporairement, ne subissant aucun
traitement avant leur mise en place. La veine saphéne est I’autogreffon le plus utilisé pour la
chirurgie vasculaire périphérique, notamment pour les pontages de type fémoro-poplité ou
fémorodistal. Elle peut aussi étre employée pour un pontage aorto-coronaire. Ces autogreffes
veineuses présentent 80 a 90% de réussite un an aprés leur mise en place, succes principalement
attribué a leur facilité d’emploi, leur stabilité dans le temps et leur perméabilité. Cette derniére est
essentiellement attribuée a la persistance d’une interface optimale avec le flux sanguin, due a la
persistance de I’endothélialisation du greffon natif (36). Cependant, les occlusions d’un pontage
veineux autologue surviennent régulieérement, et sont essentiellement dues a un développement
hyperplasique de I’intima, en particulier au niveau des zones a risques que représentent les lignes de
sutures des anastomoses, et également sur d’éventuels autres segments du greffon, potentiellement
traumatisés lors du prélévement ou lors des manipulations per-opératoires (dévalvulation, clampage,
ringage sous pression) (37). Les techniques de prélévement requiérent donc un soin particulier afin

de minimiser 1’agression du greffon (38).

Les autres substituts autologues comme 1’autogreffe artérielle, malgré leur avantage intuitivement
supérieur (propriétés mécaniques et biochimiques), ont une utilisation extrémement restreinte en
raison du nombre trés limité de sites de prélevement possibles car sont généralement sujet a la
formation d’athérome. Cependant, 1’artére thoracique interne (ou mammaire interne) est la plus
employée car elle est peu sujette a la formation d’athérome. Loop et al. ont montré, dans la
revascularisation du myocarde par ces arteres, que 90% des greffons restent fonctionnels au-dela de
dix ans (39). Dans une étude consacrée au pontage chirurgical a I’aide d’une artére mammaire,
Cameron et al. (40) ont mis en évidence une différence significative de la perméabilité entre les
substituts artériels et les substituts veineux. Ce sont les propriétés mécaniques de la paroi artérielle
ainsi que les propriétés biochimiques de I’endothélium artériel qui sont responsables d’une

meilleure efficacité du substitut artériel et de sa survie a long terme.
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Actuellement, il est admis que les vaisseaux autologues (veine saphéne ou artére mammaire) restent
le matériau de remplacement de choix pour les pontages coronariens ou périphériques. Cependant,
dans le cas d’interventions répétées ou chez des patients ne présentant pas d’artéres ou de veines de
qualité suffisante pour permettre la réalisation du pontage, I’implantation d’un autre type de

substitut s’avere nécessaire : allogreffes, xénogreffes ou substituts synthétiques (41).

- Les allogreffes

L’utilisation des allogreffes fraiches (conservées a 4°C) ou cryoconservées (prélevées sur un
donneur en mort clinique) constitue, depuis le début des années 1950, une alternative utilisée dans
les remplacements des conduits vasculaires. Cette technique a été abandonnée au début des années
1960 a cause d’une difficulté concernant le moyen de conservation, d’une détérioration tardive du
greffon, de la formation d’anévrisme et de ’apparition prometteuse, a cette époque, de protheses
synthétiques. Plus tard dans les années 1970, les allogreffes ont été réutilisées et des banques de
tissus ont été créées pour assurer leur disponibilité (42). Ces greffons d’origine humaine, sont
soumis a des pré-requis réglementairement opposables définis dans les articles L. 1243-02, L. 1243-
5 et L. 1245-5 du code de la santé publique.

Beaucoup d’efforts ont été faits pour le développement de méthodes de conservation afin d’obtenir
une stabilit¢ et une innocuité¢ biologique optimales des allogreffes vasculaires (43, 44). La
conservation en milieu nutritif a 4°C peut fournir des allogreffes riches en cellules vivantes,
présentant une faible thrombogénicité et une bonne résistance a l'infection, mais le délai d'utilisation
est limité a 45 jours, bien que BioProtec, une banque de tissus fournissant des allogreffes veineux,
propose un protocole de conservation allant jusqu’a 8 mois dans un sérum physiologique a 4°C.
Malgré des résultats prometteurs (45), une perte des cellules endothéliales peut étre a ’origine
d’une thrombogénicité précoce. Afin de conserver les greffons plus longtemps, la cryoconservation
est utilisée mais nécessite la mise en application de précautions indispensables telles que la descente
progressive en température et I’emploi de cryoprotecteurs tels que le diméthylsulfoxyde (DMSO), le
glycérol ou I’¢thylene glycol. Cependant, les allogreffes cryoconservées présentent plusieurs
désavantages tels que la perte de I’endothélium engendrant une thrombogénicité précoce (46), une

diminution de la résistance de la paroi aux pressions (47) et enfin le colit élevé de leur conservation.
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- Les xénogreffes

En 1970, Rosenberg utilise pour la premicre fois des greffons vasculaires d’origine animale, appelés
xénogreffes, obtenues par préparation d’artéres carotides bovines. Ces xénogreffes sont d’abord
dépourvues des couches musculo-¢élastiques par réaction enzymatique jusqu’a I’obtention d’une
structure contenant essentiellement du collagéne. Cette structure est ensuite réticulée afin d’assurer
au substitut une rigidit¢ suffisante (48). D’autres méthodes de décellularisation ont été décrites.
L’utilisation d’un détergent (Triton X-100/NH4OH) seul ou en association avec une enzyme de
digestion dans le traitement des xénogreffes a montré son efficacité dans I’¢limination des cellules
et la préservation de la matrice extracellulaire (MEC) (49, 50). Afin de diminuer tout risque de
thrombogénicité, I’héparine a été utilisée et liée par liaisons covalentes avec le collagene de la MEC
des xénogreffes (51). Malgré des modifications telles que la réticulation de la matrice, la méthode
de décellularisation et I’utilisation d’un antithrombotique, 1’implantation des xénogreffes s’est
soldée par de nombreuses thromboses, ruptures et infections, annihilant leur application en
thérapeutique (49, 52).

Il n’est d’ailleurs pas surprenant que toutes ces options de xénogreffes vasculaires n’aient pu résister
au développement paralléle des prothéses synthétiques plus performantes, dont 1’utilisation pour des

vaisseaux de gros diametre se montre particulierement performante.

- Les protheses synthétiques

Les protheses vasculaires synthétiques comme le polytétrafluoroéthyléne expansé¢ (PTFEe), le
polyéthyléne téréphtalate (Dacron®) ou polyuréthane sont utilisées avec succes lors de
remplacements de vaisseaux de gros calibre (53, 54). IIs sont I’objet de développements permanents
visant a augmenter leurs performances cliniques en optimisant leurs propriétés thrombogéniques et
leur biostabilité. Actuellement, seuls le Dacron® et le PTFEe sont utilisés en chirurgie vasculaire.
Malgré leurs caractéristiques prometteuses (disponibilité, biocompatibilité), les résultats ne sont pas
favorables pour les remplacements artériels de vaisseaux de petit calibre, inférieur & 6 mm de
diametre, ou pour les remplacements veineux, car la diminution du flux vasculaire et la réponse
hyperplasique intimale péri-anastomotique contribuent a leur occlusion (55, 56). En effet, cette
occlusion peut se produire durant différentes périodes post-implantatoires. Il est possible de
distinguer :
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- I’occlusion précoce (30 jours) due a des problémes techniques liés au faible flux sanguin et a une
thrombose aigiie provoquée par 1’activation de la cascade de la coagulation ;

- I’occlusion moyenne (3 mois a 2 ans), principalement au niveau distal de 1’anastomose, due a un
rétrécissement de la lumiére du substitut consécutivement a une hyperplasie intimale ;

- ’occlusion tardive (supérieure a 2 ans) due a la dégénérescence de 1¢ésions athérosclérotiques sous-
jacentes.

Devant ces problémes, de nombreuses modifications ont été faites sur le Dacron® et PTFEe afin
d’améliorer leurs fonctions (57). Néanmoins, certaines limites subsistent surtout pour les faibles
diametres. Il est donc d’un intérét majeur de s’intéresser au moyen de remplacer de tels vaisseaux

1ésés par des vaisseaux compatibles et durablement fonctionnels.

Beaucoup de progrés ont été faits dans la détermination des facteurs de réussite éventuelle d'un
greffon vasculaire. Des facteurs mécaniques telles que : (i) une résistance suffisante pour supporter
des pressions internes considérables et permettre aux sutures de résister a des tensions importantes,
(i1) une qualité de paroi appropriée : perméabilité et compliance, (iii) des propriétés physiologiques
appropriées (réponse vasoconstriction /relaxation) et (iv) une élasticité proche de celle du vaisseau
adjacent. Des facteurs biologiques telles que: (i) biocompatibilit¢ (non thrombogeéne et non
immunogene), (i) durabilité, (ii1) résistance aux infections et (iv) comportement in vivo. Enfin, des
facteurs cliniques concernant le temps de fabrication des greffons vasculaires, leur colt, leur
disponibilité et leurs caractéristiques (diametre, longueur, structure...) (58). D’ailleurs, grace aux
progres scientifiques et technologiques réalisés dans les sciences du vivant, de la médecine et des
sciences de I’ingénieur, I’obtention d’un substitut artificiel possédant toutes les caractéristiques
citées ci-dessus semble réalisable grace a I’apparition d’une discipline appelée I’ingénierie tissulaire

des vaisseaux.

III. Ingénierie tissulaire vasculaire

L’émergence des concepts comme le génie tissulaire ou la bioingénierie ouvre de trés larges
perspectives pour la conception et la mise au point de tissus qui permettront de faire face au déficit

d’organes devant une demande toujours croissante. Ces concepts sont fondés sur 1’association de
-14 -



cellules et d’une matrice, naturelle ou synthétique, dont le devenir, in vivo, sera fortement influencé
par des signaux locaux, physiques et chimiques. Ces facteurs interviennent largement dans la
perméabilité et les propriétés mécaniques des néo-tissues (59). Les différents progrés acquis dans ce
domaine ont déja ouvert une nouvelle voie offrant un grand potentiel dans le domaine de la
transplantation d’organes. De nombreuses prothéses humaines construites par génie tissulaire sont
ainsi disponibles et commercialisées, dont les vaisseaux sanguins (Cytograft™), les ligaments
(Lars®), le cartilage (DeNovo NT®), les os (ChronOs®), etc. De plus, cette approche par génie
tissulaire permet d’envisager la régénération d’organes déficients comme les muscles, le tissu
nerveux central et périphérique, la vessie, les sphincters, le foie, le pancréas, etc... (60).

Dans cette étude, nous nous intéresserons a 1’application de I’ingénierie tissulaire dans le domaine
vasculaire. Le développement de prothéses vasculaires sanguines durables et fonctionnelles pose un
énorme défi. Dans la littérature, différentes stratégies ont ainsi été étudiées, dont 5 approches
majoritaires, utilisées dans la construction d’un vaisseau par bioingénierie, sont a retenir (61) :

- Endothélialisation de la surface luminale des substituts vasculaires dans le but d’obtenir une
surface non thrombogene et éviter la resténose (2) ;

- Construction des vaisseaux a base de collagene (62) ;

- Utilisation de polymeres synthétiques et biodégradables tels que : 1’acide polyglycoliques, le poly-
4-hydroxybutyrate, 1’acide poly L-lactique, le polyéthyléne glycol, ou le polycaprolactone (63, 64,
65) ;

- Auto-assemblage de feuillets cellulaires (66) ;

- Utilisation de vaisseaux naturels décellularisés dans le but de favoriser leur recouvrement
cellulaire par recrutement cellulaire in vivo apreés implantation (67).

Toutes ces préparations font intervenir diverses matrices et cellules (musculaires et/ou
endothéliales), des systemes de maturation, des modeles animaux et enfin le transfert de ces

constructions du laboratoire vers la clinique (fig. 4).
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Figure 4 : Principe général de I’ingénierie tissulaire vasculaire (68). Les cellules peuvent étre
prélevées chez le patient, amplifiées et/ou différenciées in vitro puis associées a une matrice ainsi
qu’a des molécules actives. Cette structure est alors cultivée sous contraintes dynamiques et/ou
biochimiques pour permettre la synthese d 'une matrice extracellulaire par les cellules elles-mémes.

Enfin, ce produit d’ingénierie tissulaire est réimplanté chez le patient.

1. Les Cellules

Les cellules endothéliales (CEs), cellules musculaires lisses (CMLs) et/ou autres types cellulaires
capables de les remplacer, peuvent potentiellement étre utilisés pour créer un substitut vasculaire.
Ces cellules peuvent étre allogéniques, xénogéniques ou autologues.

Le choix de la source cellulaire utilisée se fait en fonction de plusieurs criteres, 1’objectif étant de
les optimiser :

- L’absence d’immunogénicité ;

- La disponibilité : le prélevement cellulaire doit étre facile, et les cellules disponibles en grande

quantité et/ou facilement amplifiables ;
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- La fonctionnalité : les cellules doivent adhérer correctement au support utilisé, posséder une
bonne viabilité, une bonne capacité de prolifération (au cours des passages) et un phénotype stable
et fonctionnel, notamment la production de monoxyde d’azote (NO) par les CEs, et de matrice

extracellulaire (MEC) par les CMLs.

1.1. Les cellules musculaires lisses

Les CMLs sont des cellules allongées (20-50 um de long et 5 um de diamétre) mononucléées
(noyau central et allongé) et entourées d’une membrane péricellulaire qu’elles synthétisent,
constituée majoritairement de collagéne de type IV, étroitement associé¢ a la membrane de la cellule.
Les CMLs présentes dans la media des vaisseaux sanguins jouent un role trés important dans : (i) la
synthése des composants de la paroi vasculaire (collagéne, élastine et protéoglycane), (ii) le
maintien de I’hémostasie vasculaire, le remodelage vasculaire en condition pathologique, (iii)
I’¢lasticité de la paroi grace a leurs propriétés contractiles et (iv) la stabilité¢ de I’intima médiée par
les CEs (69, 70). Les CMLs peuvent interagir avec la MEC par I’intermédiaire de protéines
membranaires assurant la jonction cellules/matrice. Des jonctions gaps permettent des échanges
intercellulaires. La structure de I’organe contractile de la paroi vasculaire est différenciée du muscle
strié par l'absence de stries, d'ou le terme de lisse. Les CMLs ont été utilisées dans beaucoup
d’approches (71). Récemment, Dahl ef al., ont démontré le potentiel des CMLs matures humaines
dans la bioingénierie vasculaire. Ces auteurs ont réussi a fabriquer un substitut vasculaire, a base
d’une matrice synthétique et de CMLs, dont les propriétés mécaniques miment les conditions
naturelles et ce méme apres 12 mois de conservation a 4°C. Un pourcentage ¢élevé de fonctionnalité
(> 87%) est également observé apres 6 mois d’implantation chez 1’animal (72). Cependant,
I’utilisation des CMLs matures dans la bioingénierie peut étre limitée par plusieurs facteurs : les
procédures de récupération invasive, la culture a long terme et enfin la perte progressive du

phénotype contractile et du potentiel de prolifération (73).

1.2. Les cellules endothéliales

Les cellules endothéliales constituent la barriere entre le sang qui circule dans les vaisseaux

sanguins et les parois de ces vaisseaux en formant ce qu’on appelle I’endothélium vasculaire. Ce
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dernier se comporte comme une barricre de perméabilité sélective qui autorise et régule les
¢changes de gaz et de molécules de tailles variables, eau, sels, protéines, entre le sang et les tissus
ainsi que les échanges entre cellules (74). Les modes et mécanismes de transport au travers de la
barriére endothéliale varient selon leur localisation artérielle, veineuse ou microcirculatoire. Les
cellules endothéliales mesurent entre 0,3 et 0,5 um d’épaisseur, 25 et 50 um de long et 15 um de
large. Elles ont une forme polygonale et sont orientées dans la direction du flux sanguin (75). Ces
cellules forment une monocouche continue en mosaique et occupe une position anatomique
stratégique dans la paroi vasculaire. Leur nombre est estimé a 6 X 10" cellules couvrant une
surface de 7 m” chez un étre humain adulte.

L’activité antithrombotique de I’endothélium est une de ses fonctions essentielles, et c’est cette
propriété qui fait de la cellule endothéliale une cellule d’intérét pour les applications cliniques. Le
principal mécanisme par lequel les CEs exercent leur effet anticoagulant est di a 1’inhibition
¢lectrostatique de I’attachement de cellules circulantes a la paroi vasculaire en raison de la forte
charge négative, conférée par le glycocalyx, présente a sa surface (76). De plus, les CEs sont
capables de synthétiser de puissantes molécules telles que 1’activateur tissulaire du plasminogene (t-
PA), la prostaglandine 12 (PGI2), I’antithrombine III, I’a2-macroglobuline ou le monoxyde d’azote
(NO), connues pour assurer la fluidité du sang en empéchant I’agrégation et I’adhésion leucocytaire,
principaux facteurs responsables de la formation d’un thrombus (77).

Les CEs synthétisent et sécretent de nombreuses substances qui diffusent et influencent la fonction
des cellules musculaires lisses (CMLs), des plaquettes et des leucocytes circulants (fig. 5) (78). En
agissant sur la contraction des CMLs, elles peuvent réguler le tonus vasculaire grace a la libération
de plusieurs agents de vasodilatation tels que NO et PGI2 et de vasoconstriction tels que
I’endothéline (ET) et thromboxane A2 (TXAZ2). Enfin, elles peuvent aussi controler le remodelage

vasculaire par la sécrétion de différents facteurs de croissance et cytokines (79).
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Constituants de la matrice Facteurs antithrombotiques Facteurs antithrombotiques

extracellulaire: * Prostacycline * Facteur de von Willebrand
* Fibronectine * Thrombomoduline * Thromboxane A2

* Laminine * Antithrombine * Thromboplastine

* Collagene * Héparine

* Protéoglycanes \

Métabolisme lipidique
* Récepteurdes LDLs €—
* Lipoprotéine lipase

Facteursde croissance

—> *Insulin like growth factor
* Transforming growth factor

Cellule endothéliale

Médiateurs de I'inflammation Facteurs de vasodilatation Facteurs de vasoconstriction
* Interleukines1, 6, 8 * Monoxyde d’azote * Endothéline
* Prostacycline * Thromboxane A2

Figure S : Facteurs synthétisés par les CEs (71). Médiateurs sécrétés par les CEs et capables

d’influencer les fonctions cellulaires dans tout I’organisme.

1.3. Caracterisation des cellules endothéliales

Les CEs, issues de différentes sources ou tissus, présentent une grande variation phénotypique (80,
81). Cette variation peut influencer le comportement de ces cellules en termes d’angiogenese, de
permeéabilité moléculaire, d’hémostase, de tonus vasculaire et de tolérance immunitaire (82) ; d’ou
I’intérét du choix de la source de cellules utilisée pour la construction des vaisseaux.

Les CEs, comme toutes autres cellules, disposent des mémes constituants intercellulaires habituels :
mitochondries, réticulums endoplasmiques lisses et rugueux, cytosquelette....etc. Cependant, elles
se distinguent par la présence d’une structure qu’elles partagent avec les mégacaryocytes, appelée
corps de Weibel Palade (83). Ces corps sont des lieux de stockage du facteur de von Willebrand
(VWF) (84), impliqué dans les phénomenes d’hémostase. La capacit¢ des CEs a digérer ou
incorporer les lipoprotéines acétylées (Ac-LDLs) constitue un autre facteur qui les distingue des
autres types cellulaires (85). Ces cellules, au cours du développement, acquicrent des marqueurs
plus ou moins spécifiques et c’est via ces marqueurs que nous évaluerons les qualités et fonctions

spécifiques des CEs.
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1.3.1.  Marqueurs membranaires des cellules endothéliales

CD31 (Cluster of differentiation 31) ou PECAM-1 (molécule d’adhésion des plaquettes aux cellules
endothéliales - 1), est une protéine transmembranaire d’une masse moléculaire d’environ 135 kDa,
appartenant a la superfamille des immunoglobulines. Le CD31 est exprimé a la surface plaquettes,
monocytes, macrophages, neutrophiles et au niveau des jonctions intracellulaires des cellules
endothéliales. Il joue un rdle dans les interactions adhésives entre les cellules endothéliales
adjacentes et également entre lymphocytes, monocytes et cellules endothéliales (implication dans le
diapédese/migration de ces cellules). Il est également connu pour son role régulateur de

I’angiogenése (86, 87).

VEGFR-2 (Vascular endothelial growth factor receptor 2) ou KDR (Kinase Domain containing
Receptor), est un récepteur de type tyrosine kinase dont la masse moléculaire est comprise entre 210
et 230 kDa. 1l joue un réle important dans I’induction de la réponse proliférative des cellules
endothéliales des vaisseaux sanguins (88, 89). Il est également impliqué dans la régulation de
I’angiogenese et la vasculogenése suite a la stimulation médiée par son ligand (VEGF) (90).
VEGFR-2 est exprimé principalement a la surface des CEs des vaisseaux sanguins et lymphatiques

(91), mais également a celle des cellules tumorales (92).

VE-Cadhérine (Vascular endothelial Cadherin) est une protéine de 120 kDa, spécifique de
I’endothélium vasculaire, et appartenant a la famille des cadhérines. La VE-Cadhérine est exprimée
de facon constitutive et participe a de nombreuses fonctions endothéliales telles que le maintien de

I’intégrité vasculaire, I’angiogenése, la migration et la survie cellulaire (93).

Tie2 (Endothelium-specific receptor tyrosine kinase) est un récepteur de type tyrosine kinase d’une
masse moléculaire comprise entre 135 et 150 kDa. Il est exprimé a la surface des cellules
hématopoictiques, tumorales, endothéliales vasculaires et lymphatiques (94). L’activation de ce
récepteur par I'Angiopoiétine-1, ligand agoniste, interfere fortement dans la maturation des
vaisseaux durant I’angiogenese physiologique et pathologique (95). Elle peut aussi jouer le rdle de

médiatrice dans la migration, 1’adhésion et la survie des cellules endothéliales (96).
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1.3.2.  Marqueurs intracellulaires des cellules endothéliales

VvWEF (Von Willebrand factor) est une glycoprotéine importante de structure multimérique, dont la
masse moléculaire peut aller de 500 kDa a plus de 10 000 kDa. Le vWF semble étre exclusivement
exprimé dans les cellules endothéliales, mais il peut étre é¢galement présent dans le cytoplasme des
mégacaryocytes, ainsi que dans la matrice subendothéliale de la paroi des vaisseaux (97, 98). Il joue
un role de médiateur dans 1’adhésion plaquettaire et la formation du caillot sur les sites de 1ésion

vasculaire, et sert de transporteur plasmatique pour le facteur VIII (99, 100).

e-NOS (endothelial nitric oxide synthase), est une enzyme exprimée de fagon constitutive dans les
CEs (101). Cette derniére possede un poids moléculaire de 135 kDa. Chaque monomeére présente
plusieurs domaines : (i) un domaine réductase, fixant le Nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate (NADPH), (ii) un petit domaine de fixation de la calmoduline, indispensable a la
dimérisation de I’enzyme et a son activité et (iii) un domaine oxygénase impliqué dans la formation
de NO. L’activité et l’expression de e-NOS peuvent étre régulées par plusieurs facteurs
biochimiques tels la calmoduline, la concentration de calcium intracellulaire ou les hormones, et par
des facteurs non biochimiques comme la contrainte de cisaillement (102). En ce qui nous concerne,
NO synthétisé par cette enzyme, a une action vasodilatatrice au niveau des cellules musculaires

lisses de la paroi artérielle.

1.4. Sources de cellules endothéliales

Malgré la difficulté de leur obtention, les cellules vasculaires autologues restent une priorité¢ pour
I’ingénierie vasculaire. Contrairement aux autres sources cellulaires (allogénique, xénogénique),
I’utilisation de cellules autologues permet d’éviter toute réaction immunologique. De nombreuses
¢tudes décrivent les différentes sources d’isolement ou de génération de CEs (77). Dans le but
d’endothélialiser les prothéses vasculaires, deux catégories de CEs se distinguent : les cellules

matures et les cellules souches.
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1.4.1. Cellules endothéliales matures

Les CEs provenants de la veine ombilical (HUVECs) ont été¢ fréquemment utilisées dans I’étude de
I’angiogenese et la construction de tissus vasculaires (103). Ces cellules présentent 1I’avantage d’étre
facilement isolées d’une source abondante longtemps considérée comme déchet biologique. Le
faible nombre de donneurs ainsi que les risques de rejets ou de contaminations possibles ont orienté
les recherches vers les cellules autologues. Celles-ci peuvent étre isolées a partir de vaisseaux
prélevés au niveau de différents sites, tels que la veine saphéne, la veine céphalique et les
microvaisseaux (104, 105). En raison du faible nombre cellulaire initialement récupéré, les CEs
récoltées doivent étre cultivées et amplifiées in vitro avant d’étre ensemencées dans la matrice
vasculaire. Ceci peut conduire a la perte progressive du phénotype, de fonction et du potentiel de
régénération des CEs, sans oublier I’augmentation du risque de contamination et d'infection (106,
107, 108). Cette approche présente d’autres inconvénients comme la nécessité d’une expertise
technique opérationnelle importante de la part du chirurgien, de sacrifier des structures vasculaires
intactes du donneur ce qui augmente le traumatisme du patient, et d’une disponibilité¢ de vaisseaux

en bon état, chez un patient dont la santé est déja compromise par des pathologies vasculaires (3).

Pour remédier a ces limites, le recours a d’autres CEs autologues matures a été entrepris. Les
cellules microvasculaires provenant de tissus adipeux (omentum) se présentent comme un candidat
particuliérement prometteur (109, 110). Leur isolement fait appel a une liposuccion suivie d’une
digestion enzymatique et purification cellulaire. Malgré I’hétérogénéité cellulaire dans la population
isolée, I'utilisation de ces cellules comme source endothéliale autologue présente a ce jour un grand

intérét dans I’ingénierie des vaisseaux (111).

1.4.2. Les cellules souches

Une autre voie de génération de CEs peut se faire par I’isolement et la prolifération de CEs matures
obtenues a partir de cellules souches. En effet, le corps humain posséde une source trés importante
de cellules souches qui peuvent étre isolées et ensemencées directement sur une matrice, soit
directement, soit apreés une période de culture in vitro visant a les différencier en CEs. Le terme de
« cellule souche » est utilis€ pour désigner une cellule qui, lorsqu’elle est placée dans un

environnement tissulaire approprié, est capable de proliférer et produire des cellules spécialisées,
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avec la morphologie et les fonctions spécifiques du tissu hote. Les cellules souches peuvent étre
classées en trois types : cellules souches embryonnaires, cellules souches feetales et cellules souches
adultes. Elles peuvent également &tre classées en quatre grandes catégories selon leurs capacités a
s’auto-renouveler et a produire des cellules différenciées : i) les cellules totipotentes peuvent
conduire a tout type cellulaire puisqu’elles sont a elles seules a I’origine de I’individu complet; ii)
les cellules pluripotentes ont la capacité de former tous les tissus de l'organisme mais ne peuvent
pas a elles seules, aboutir a un étre complet; iii) les cellules multipotentes peuvent donner naissance
a plusieurs types de cellules, mais sont déja engagées dans une certaine lignée et enfin iv) les
cellules souches unipotentes ne peuvent produire qu'un seul type cellulaire (tout en s'auto-
renouvelant), comme par exemple la peau (kératinocytes) ou le foie (hépatocytes) (112).

Par leur facilité de manipulation et d’expansion, et leur fort potentiel de différenciation, les cellules
souches suscitent un intérét considérable dans le domaine de I’ingénierie tissulaire et la médecine
régénérative (113). Deux fonctions principales doivent étre distinguées : une premiere est sécrétoire
ou trophique, y compris la sécrétion d’un large spectre de molécules immunomodulatrices, anti-
inflammatoires, anti-apoptotiques, pro-angiogéniques et prolifératives (114). La deuxi¢me est leur
capacité a guider, aprés administration, leur processus de différenciation en présence des cellules
résidentes différenciées (115).

En ce qui nous concerne, on s’est intéressé aux applications des cellules souches humaines dans la
régénération vasculaire et les différentes stratégies utilisées pour leur différenciation en cellules
vasculaires (CEs et CMLs). Cette partie sera présentée sous forme d’une revue scientifique qui est

actuellement soumise a Cardiovascular research.
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Abstract

The rising and diversity of many human vascular diseases pose urgent needs for the development
of novel therapeutics. Stem cell therapy represents a challenge in the medicine of the 21* century,
an area where tissue engineering and regenerative medicine gather to provide promising treatments
for a wide variety of diseases. Indeed, with their extensive regeneration potential and functional
multilineage differentiation capacity, stem cells are now highlighted as promising cell sources for
regenerative medicine. Their multilineage differentiation involves environmental factors such as
biochemical, extracellular matrix coating, oxygen tension and mechanical forces. In this review, we
will focus on human stem cell sources and their applications in vascular regeneration. We will also
discuss the different strategies used for their differentiation into both mature and functional smooth

muscle and endothelial cells.

Key Words: stem cells differentiation, endothelial cells, smooth muscle cells, vascular

tissue engineering
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Introduction

Despite changes in lifestyle and the use of new pharmacological approaches to increase life
expectancy, vascular diseases continue to be the principal cause of death around the world (1). They
are a broad term encompassing any condition that affects the vascular system such as hypertension
and atherosclerosis. Atherosclerosis is a slowly progressing and multifactorial disease in which
endothelial dysfunction and damage play an initial role. Indeed, a healthy endothelium is crucial to
create an anti-thrombogenic surface essential to interact with the circulating blood in order to prevent
the thrombus formation. In charge of the secretion of specific metabolites and regulation of vascular
homeostasis, the impairment of endothelial cell (ECs) layer leads to the initiation and progression of
pathophysiological mechanisms leading to abnormal smooth muscle cells (SMCs) migration and
proliferation causing intimal hyperplasia. Therefore, ECs and SMCs are both unequivocally crucial
for the development of a healthy and durable vasculature. Cardiovascular devices such as stents and
vascular grafts used to restore or to replace damaged site have found a limited success in the area
of small caliber vessels, due to restenosis, thrombus and neointima formation on the device surface.
Several reviews in the broader field of cardiovascular devices have been published in recent years (2—
4); readers interested in these approaches are referred to these papers. In view of the above limitations
and the increasing demand for vascular substitutes, vascular surgeons are looking for a better
approach to establish new grafts.

Cell cultures and tissue engineering field, chime with intensive efforts based on stem cells in order
to develop suitable and patent grafts. Indeed, stem cell therapy is an exciting area of research that
promises future treatment of many diseases and presents a potential key for tissue repair and

regenerative medicine. Depending on their specific properties,—stem cells are being intensively
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invested as a cell-based therapy for vascular tissue engineering. Two main inherent functions of stem
cells should be distinguished: (i) the first one is secretory or "trophic" factors, including the secretion
of a wide spectrum of molecules with immunomodulatory, anti-inflammatory, anti-apoptotic,
proangiogenic, proliferative, or chemoattractive capacities (5), (ii) the second one is their ability to
orchestrate, after administration, their differentiation process together with differentiated resident
cells for tissue restoration (6). In this review, we will focus on the applications of human stem cells
in vascular regeneration and discuss the different strategies used for their differentiation into both

functional smooth muscle and endothelial cells.

What are stem cells?

Stem cells have been defined in many different ways. However, the main principles include (i)
self- renewal, or the ability to generate at least one daughter cell with characteristics similar to the
initiating cell ; (i1)) multi-lineage differentiation of a single cell ; and (ii1) in vivo functional
reconstitution of a given tissue. Commonly, stem cells come from three main sources: embryonic,

fetal and adult tissues.

I. EMBRYONIC STEM CELLS

When a sperm cell and an egg cell unite, they form a fertilized egg. These are called totipotent
cells that have the potential to give rise to an entire functional organism. More totipotent cells are
produced in the first few cell divisions during the embryonic development. After four days of human
embryonic cell division, cells begin to specialize into pluripotent stem cells. This type of cells can

give rise to all tissue types but not to an entire organism.
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I.1.Isolation, culture and characterization of human pluripotent ESCs:

Pluripotent stem cells (ESCs) have been derived in vitro either from inner cell masses of
blastocysts (7) or primordial germ cells (8). Since the establishment of the first embryonic stem
cells (ESCs) lines by Thomson and co-workers (9) and Reubinoff and colleagues (10), the
development in derivation and culturing of ESCs has progressed rapidly as described in several
articles which a none exhaustive list was summarized in the Table 1. Most of the present ESCs have
been isolated after trophoectoderm removal using pronase enzymatic digestion and trophoblastic
cell destruction by immunosurgery. Maintenance of isolated ESCs to undifferentiated stage during
serial passages requires culture on mouse embryonic fibroblast (MEF) feeders. MEF presumably
supply cell-to-cell and paracrine interactions that more closely mimic the in vivo niche of the cell
type attempting to be grown in vitro (11). Moreover, ESCs self renewal is primarily controlled
through leukemia inhibitory factor/signal transducer and activator of transcription (LIF/STAT)
pathway signaling. So the addition of LIF in culture medium seemed to be required. Unfortunately
LIF is just able to maintain the undifferentiated growth state of mouse ESCs (9) but not of human
ESCs (12).

Human pluripotent ESCs express specific cell surface markers such as stage-specific embryonic
antigens 3 and 4 (SSEA-3 and 4), tumor rejection antigen-1 (TRA1-60, TRA1-81) and alkaline
phosphatase. Other proteins and genes appear to be enriched or exclusively expressed in
undifferentiated human ESCs such as Tetracarcinoma derived growth factor 1 (TDGF1),
Telomerase associated genes (TERT, TERFs), cluster of differentiation 133 and 9 (CD133, CD9)

and it1-Octamer-Unc (POU) transcription factors (Oct-3/4) (13).
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I.2. Differentiation ability of human pluripotent ESCs:

Human ESCs have the potential to differentiate into nearly all cell types of the human body.
Nevertheless, growth and remodeling of vascular system are regulated by various cues, including
growth factors, extracellular matrix (ECM) proteins, oxygen tension and hydrodynamic shear. In
this part, we are going to focus on the vascular cells derived from human ESCs and their
applications in tissue engineering field. Up to now, three approaches have been described to
differentiate human ESCs into ECs and SMC:s: either tridimensional embryoid bodies (EBs) or 2D
monolayer-directed differentiation, with or without feeder cell layers. EBs, a physiological model
for the early stage of embryogenesis, are generated from spontaneous ESCs aggregation in semi-
solid culture conditions. Maintained in basal condition culture, human EBs showed a spontaneously
differentiation toward endothelial lineage and they were highly positive to vascular endothelial
growth factor receptor 2 (VEGF-R2), platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1) and
vascular endothelial (VE)-cadherin, but negative for endothelium-specific receptor tyrosine kinase
(Tie-2) (14). The induction of PECAM-1 and VE-Cadherin expression was obtained after 15 days
of stimulation using endothelial growth medium-2 (EGM-2) culture medium with a preferentially
development of PECAM-1+ cells at the center of EBs (15). PECAM-1 or von Willebrand Factor
(VWF) sorting cells incorporated into mouse vessels in a model of ischemia showed fully functional
differentiated cells (16—18). Endothelialization of vascular scaffolds with EBs-ECs like sorting cells
has been investigated (19-21). Although the enthusiastic findings were related, 3D method by EBs
differentiation into ECs remained inefficient, with low ECs differentiation efficiency (1% to 3%)
(17,22). Moreover, bioluminescence imaging of transplanted ESC-ECs showed that less than 1.5%

of transplanted cells remained alive after four weeks (22).
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Hypoxia is a low oxygen (O,) tension that can be an important determinant for the differentiation
and development of many cells and tissues. In this context, Shin et al., have cultured EBs under
hypoxic conditions, and reported a uniform distribution of PECAM-1+ and vWF+ cells throughout
the whole body, including the outgrowth region whereas under normoxic condition, PECAM-1+
and vVWF+ cells reminded restricted to the central region (23,24).

Vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) is a signaling molecule with critical functions in
embryonic vasculogenesis and angiogenesis. Indeed, Flk-1, a gene encoding for VEGF-R2, is
expressed by a common progenitor that gives rise to SMCs and/or ECs. VEGF treatment for 14
days at 50 ng/mL resulted in a 4.7-fold increase in the number of EB-ECs like positive for PECAM-
1 and VE-Cadherin (20). Another growth factor combining to cytokines was suggested to boost ECs
differentiation from EBs. Bone morphogenic protein (BMP) -4, member of the transforming growth
factor-beta (TGF-B) superfamily, plays a crucial role in the commitment of pluripotent stem cells
into mesoderm lineage and following that to the hematopoietic and endothelial lineages. Exposing
human EBs for 24-hour to BMP-4 treatment at 50 ng/mL induced 12% ECs-like cells expressing
PECAM-1 on the surface and vWF in the cytoplasm (25,26). Insulin growth factor (IGF) -1 and -2
also increase the generation of ECs, by only 7.6% and 3.7% with IGF-1 and IGF-2 respectively, in a
spontaneously differentiating EBs by seven days (27). Vascular SMCs arise from diverse
embryonic origins and this topic has been reviewed in detail by Majesky (28). Culture of EBs in
platelet-derived growth factor-BB (PDGF-BB) (19) and transforming growth factor-beta (TGF-f3)
(21) supplemented media promotes SMCs differentiation. Resulting spindle-shaped cells, displayed
smooth muscle (SM)-myosin heavy chain (SM-MHC) and SM-a-actin (a-SMA) expression at
respectively 96.81 £ 2.07% and 55.26 £ 8.02% after five days of culture (29). SMCs-specific genes

expression determined by quantitative real-time reverse transcription polymerase chain reaction
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(qQRT-PCR) showed an up-regulation of myocardin, a-SMA, calponin, smoothelin, SM-MHC,
SM?22a and Telokin. Moreover, carbachol and KCl treatment showed that a large proportion of EBs-
SMCs react and change shape (29). Despite the reproducibility of vascular cell’s generation using
EBs based protocol, there is still a great degree of variability in EBs formation and differentiation
efficiency. Certainly, differentiated EBs are composed of ECs and SMCs adding to cardiomyocytes
and fibroblasts by 28 days (30,31).

Avoiding cell aggregation and development of EBs free system was investigated by co-culturing
ESCs with mitotically inactivated feeder cell layer such as mouse embryonic fibroblasts (32) before
isolation of subculture of progenitor or mature vascular cells. Recent work reported a decreasing of
Oct3/4 after day 4 of differentiation, and cell migration onto the genetically modified- ECs from
human umbilical cells used as feeder layer. Compared with non-EC stromal cells, genetically
modified-ECs induced a larger proportion of VEGF-R2+ cells (32). After the induction of
differentiation on OP9 fibroblast feeder cells, VEGF-R2+/TRA-1- cells appeared at day eight.
Stimulation with VEGF and PDGF-BB induced two of differentiation pathways for ECs and SMCs
in this cell population (33). These cells could be differentiated into VE-Cadherin+ cells under
VEGF stimulation and a-SMA+ cells under PDGF-BB stimulation, signature of respectively ECs
and SMCs differentiation. Despite their regenerative potential, instability of the phenotype was
reported. Indeed, at sixth passage of VEGF-R2+/VE-Cadherin+ 20~40% reminded VE-
Cadherin+/CD31+ and 70% were extensively positive for a-SMA and weakly positive for calponin
and SM-MHC-1 and 2 (18). Using both mouse bone marrow derived stromal cell lines (M2-10B4)
and Wntl-expressing M2-10B4 as cell feeder, Hill et al., generated CD34+ cell population after 15
days of culture with an increasing rate for Wntl and Wnt5 over expressing M210 stromal cells.

CD34+, magnetically separated cells, were able to generate both ECs and SMCs (34).
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The use of feeder cell layer limits stem cell research design and human clinical trials, since
experimental data may result from a combined ESCs and feeder cell response to various stimuli
(35). In this respect, some studies described the system for feeder-free culture of ESCs. Indeed,
considered for a long-time as passive, it has become apparent that the ECM proteins play an
important role in governing many aspects of cellular behavior, including cell proliferation and
differentiation. Therefore, coating the conventional culture support with different proteins such as
type IV collagen, fibronectin and Matrigel® (36,37) increases the yield, the quality and the
differentiation state of ESCs, when combined with specific growth factor in animal serum and
feeder free system, into functional SMCs and CEs.

Kane et al., have recently reported an efficient and directed differentiation protocol for the
derivation of ECs from ESCs using a serum and feeder-free system. They observed a down
regulation of Nanog, oct-4 and homeobox domain transcription factor (Sox-2) pluripotency genes
after the fourth day of stimulation. This decrease was concomitant with induction of FLT-1, VEGF-
R2, PECAM-1, VE-Cadherin mRNAs and PECAM-1, VE-Cadherin proteins. Moreover, the
differentiated cells were able to respond to nitric oxide, migrate, and spontaneously produce tube-
like structures (38). In addition, combining ECM coating to hypoxia was found to promote
expression of PECAM-1 and vWF endothelial markers after five days of culture (39).

Numerous researchers attempted to differentiate ESCs into SMCs in a serum and feeder-free
system. In their study, Park et al. showed that ESC-derived CD34+ could differentiate into SMCs
when they are cultured in EGM-2 medium supplemented with PDGF-BB/bFGF for 15 to 21 days.
These cells presented spindle-like morphology and co-expressed SMA and Calponin. They also
expressed SMC genes markers as SM22, PDFG-R and Caldesmon and contracted after 30 minutes

of carbachol treatment (37). Others like Vo et al. used a combination of growth factors/cytokines
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such as PDGF-BB/TGF-B1 to differentiate ESCs into SMCs. In vitro, the resulted population
expressed a-SMA, SM22a, MHC and Calponin and was capable of producing collagen and
fibronectin. In addition, there was an up-regulation of SMC’s genes markers such as PDGFR-B,
SMA and angiopoietin-1 and a down-regulation of EC’s specific genes Flk-1 and VE-Cadherin.
These cells also responded to carbachol stimulation and interacted with cultured endothelial
progenitor cells to support and augment capillary-like structures, demonstrating the potential of

ESCs as a cell source for therapeutic vascular tissue engineering (40).

I.3. Advantages and disadvantages of human pluripotent ESCs:

Human ESCs could be an unlimited source of vascular cells for treatment of cardiovascular
diseases. Indeed, they are characterized by a good proliferative growth, a high and consistent
telomerase activity, and a late apoptosis (9). Despite the promising characteristics, there are
significant obstacles that need to be overcome before clinical applications. These include ethically
problems concerning the destruction of blastocyst and egg donation. Although the first promising
animal experiments, there are still limitations for the human regenerative applications. Indeed, the
spontaneous EBs differentiation, the low efficiency of differentiation into progenitor vascular cells
and the use of allogenic or xenogenic sources such as animal serum and feeder cells, presents a risk
of contamination which impairs the translation from experimental and pre-clinical studies to human
clinical therapies. Another reported risk involving the use of ESCs is the possibility of cell
misbehavior such as teratomas formation and immune-compatibility following transplantation (22).
In addition, ESCs expansion and their maintaining in vitro for a prolonged time tend to accrue
genetic and epigenetic alterations observed commonly in human cancers (41). This implies that for

therapeutic use ESCs should be cultured for as short as possible. In view of these disadvantages a
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new type of cells, called induced pluripotent stem cell (iPS) has been recently engineered by Shinya
Yamanaka’s team at Kyoto University in Japan in 2006 (42).

I.4. Induced pluripotent stem cells:

Induced pluripotent stem cells are adult somatic cells that acquire ESCs potential after genetic
modifications. Four key pluripotency genes (Oct-3/4, SOX2, c-Myc, and Klf4) were specifically
chosen and retrovirally transduced in mouse first then human fibroblasts (42,43). Simultaneously,
Thomson and colleagues reported the generation of iPS cells from human fibroblasts using a
different gene combination (Oct-3/4, SOX2, NANOG, and LIN28) than the one used by Yamanaka
and colleagues (44). In both cases, the resulting cells were shown to be remarkably similar to ESCs
in terms of morphology, gene expression, and differentiation potential in vitro and in vivo (45-47).
As for ESC-ECs, human iPSCs-ECs were successfully obtained from EBs (48), on OP9 feeder layer
(49) or on free feeder layer (50). Using OP29 feeder layer, Taura et al. induced for the first time
human 1PSCs differentiation into ECs and showed that 1% to 5% of cells were positive to VEGF-R2
and VE-Cadherin. Cultured with VEGEF, sorting cells exhibited cobblestone morphology on type
IV collagen coated dishes and formed a network-like structure on Matrigel® (49). In addition,
ECs differentiated from human iPSCs-EBs were able to enhance capillary and improve reperfusion in
limb ischemia mouse model (51). Recently, these authors showed that these cells display arterial,
venous or lymphatic markers, signature of a high heterogeneity (48). Human iPSCs-SMCs were
successfully generated and characterized (52,53). Resulting cells possessed not only global gene
expression patterns similar to vascular SMCs but also possessed SMC- specific functionalities such as
the calcium influx and subsequent contraction in response to vasoconstrictors (54). TGF-p treated
human iPSCs, expressed SMC markers such as SMA, SM22, and SM-MHC with an incorporation of

both SMA and SM22 into the stress fibers in 20% of the cells (53). Finally, Margariti et al. seeded
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iPS cells on decellularized vessel scaffolds and reported that tissue-engineered vessels, in
bioreactor (shear stress 1 Pa for 12 h then 3.5 Pa for 4 days), showed a native-vessel architecture,
with multiple layers of SMCs and one ECs layer (55).

The work cited above is a proof of concept for the use of human iPSCs-ECs/SMCs in the vascular
regeneration field, and presents a first step toward regenerative medicine. However, many issues
must be overcome before their clinical applications. Indeed, human iPSCs share the same
advantages and disadvantages of ESCs with the exception of their major ethical concern since they
are from adult patients and the fact that these cells may be genetically matched to the patient.
Nevertheless, other potential drawback is likely the presence of inherited or accumulated mutations
in the genome from older adult cells that would predispose them to senescence or cancer. There are
currently two additional problems with the iPSC technology: the weak efficiency of human iPSCs
(less than 0.1% of fibroblasts become iPSCs) and the use of virus as a vector, resulting in a random
integration of viral DNA into the host-cell’s genome. A variety of non-integrating approaches
[reviewed in Tiscornia et al. (2011)] were related (56). The clear advantages of non-integrating
methods are still limited by their relatively low efficiencies, high cost and labor intensity. In

addition, general transfection methods require relatively large numbers of somatic cells.

II. FETAL STEM CELLS

Fetal tissues, sustaining natal development, are typically discarded as medical post-delivery
waste. Therefore, harvesting fetal stem cells (FSCs) represents a safe and non-invasive way for
reaching therapeutically beneficial stem cells. These tissues include amnion/amniotic fluid

(57,58), umbilical cord blood (59), placenta (60) and the Wharton’s jelly contained within the
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umbilical cord sometimes referred as umbilical cord tissue (61,62). For more physiological

information about fetal tissue, readers are pleased to refer cited references (63—65).

I1.1. Isolation, culture and characterization of human multipotent FSCs:

Great attention has been given to the identification and characterization of FSCs that can be
used as allogenic cells for tissue engineering and regenerative medicine. There are few methods
concerning the isolation of stem cells from perinatal tissues. Density gradient centrifugation is
commonly used for umbilical cord blood, whereas cell adhesion and migration from the amniotic
fluid and the explants or two-step enzymatic digestion were used for soft tissues as Wharton’s jelly,
placenta and amnion. Table II summarizes a non-exhaustive list of usually described protocols.
Currently there is no standard operating procedure for FSCs harvesting from perinatal tissues.
Therefore, isolation methods may differ in their ability to release stem cells from their niche and in
the number of cells found at initial isolation. Thus, isolated cell populations may vary from group
to group. Following cell harvesting and expansion for several times, FSCs seem to maintain their
differentiation properties in vitro (66). However, FSCs quality can be affected by the length of
culture time and cell seeding density. We should mention that the ability to expand FSCs from
placenta and amniotic membrane is related to gestational age as they tend to be fewer towards the
end of pregnancy. The term perinatal includes the time from the 20™ week of gestation to the first
28 days of life. Gestational age however does not affect their differentiation potential (67). FSCs are
considered more proliferative and even therapeutically active than adult stem cells. They express also
HLA-G marker, which make them more immunosuppressive as compared to adult MSC. In addition,
FSCs broadly meet the basic criteria for multipotent phenotype established by the Mesenchymal and
Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy (68). They are plastic

adherent cells, expressing CD73, CD90, and CD105 and lacking expression of CD45, CD34 and
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HLA-DR surface molecules. FSCs have also the capacity to differentiate into osteoblasts and
chondroblasts under standard in vitro differentiating conditions (Table II). However, exceptions were
reported in their adipogenic differentiation (69). Recent studies revealed that FSCs weakly express
some pluripotent markers such as Oct-4, Nanog, Sox2 and Lin28 (70), and that Oct-4 is only
found in 0.1-0.5% of amniotic fluid derived cells (71). Based on these findings, the most

appropriate conclusion at this stage would be that FSCs most likely are not pluripotent cells.

I1.2. Vascular differentiation of fetal stem cells:

Many different approaches have been employed to differentiate, in vitro, vascular cells from FSCs
and to form, in vivo, organized vascular structures (72—74). In monolayer culture, undifferentiated
FSCs from the umbilical cord showed positive staining of a-SMA and vimentin with the deposition
of type I and III collagens after two weeks in a basic culture (75). Interestingly, a subpopulation of
FSCs from amnion and placenta expressed both early: Fikl, Tie2, Fms-related tyrosine kinase 4
(Flt4) and Angiopoietin 1 (Angl) and lately vIWF mRNA and VEGF-R2. Thus, these cells exhibit
restricted plasticity and are preferentially directed toward the endothelial lineage (76,77).

VEGF and/or bFGF or EGF fetal stem cells treatment has been shown to trigger production of
proteins constitutively expressed by ECs, such as vWF, endothelial nitric oxide synthase (eNOS),
CD31, VE-cadherin and VEGF-R2 (73, 76, 78, 79). These potent growth factors allowed the
acquisition of functional markers characteristics of ECs, such as ac-LDL (76-79) and network
formation when plated on Matrigel® (73, 76, 78, 80, 81). Transplanted into the hind limb ischemia
model of nude mice, the differentiated ECs became involved in the vessel network (73, 74).
Moreover, despite acute hypoxia-induced cell damage, Li et al., have recently reported that FSCs

from Wharton’s jelly acquire both ECs phenotype and properties (82). Transplantation of ECs

-37-



derived from Wharton’s jelly accelerates re-endothelialization and inhibits neointimal hyperplasia
after vascular injury suggesting an efficient therapeutic strategy for the prevention of restenosis
after revascularization procedures (83). Undifferentiated FSCs express smooth muscle-specific
actin, h-caldesmon, desmin, and vimentin (84—86). In addition, they shared ultrastructural features
with SMCs and myofibroblastic cells such as a spindle-shaped morphology, prominent rough
endoplasmic reticulum, modestly developed Golgi’s apparatus, well-developed mitochondria,
myofilaments with focal densities frequently peripherally located, and gap junctions (84).
Embedded into collagen scaffold, FSCs showed a reversible contraction following PDGF- and

TGF-B1- stimuli and relaxation following IL-10 stimulus (84).

I1.3. Advantages and disadvantages of fetal stem cells:

Although, their degree of "stemness" is still not clear probably due to the absence of a standard
protocol for cell harvesting, FSCs represent an available source for regenerative medicine and
tissue engineering. These cells are easily accessible, multipotent, do not acquire invasive and
expensive harvesting procedures, ethically benign, exhibit no immune reaction or tumors formation
after transplantation, expandable in vitro for several passages and having a great differentiation
capacity. Indeed, discarded as a waste of the birth delivery, fetus-associated tissues known as
perinatal (or extraembryonic) tissues overcome several limitations by lacking donor site morbidity,
offering highly available deciduous tissue sources. Despite all these blessings, umbilical cord blood
stem cells were shown to present low frequency cell isolation with existing of heterogeneous cells, a
low proliferation and some ethical concerns about their banking. In addition, a lack of information
concerning chorion-derived MSCs (isolation, characterization, plasticity potential...) was noticed

(87). Amniotic fluid stem cells are widely used in routine prenatal diagnosis. However, the
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presence of undifferentiated and differentiated cells of varying origins (amniotic epithelium, fetal
skin and fetal urogenital, respiratory, and gastrointestinal systems) and lineages has been supported
by several reports (88,89). Therefore and before reaching the clinical stage, the differentiation
capacities of fetal membrane derived stem cells in vivo, their long-term safety and efficiency needs
critical assessment.
III. ADULT STEM CELLS

During the adult life, stem cells are still present and reside in a special microenvironment called
the "niche", which provides the homeostasis of stem cells, control their proliferative activity and the
maintaining of stem cell populations. Bone marrow (BM), site of adult hematopoiesis in mammals,
is comprised of hematopoietic stem cell (HSCs) and mesenchymal stem cells (MSCs) (90-92).
HSCs can differentiate into all blood cells of the myeloid and lymphoid cell lineages where MSCs
possess therapeutic potential for the repair and regeneration of damaged tissues of mesenchymal

origin. In this part of the review we focused on MSCs and their use in vascular tissue engineering.

II1.1. Isolation and culture of human adult stem cells:

In addition to BM, MSCs have been found in different tissues including periosteum, trabecular and
cortical bone, synovial membranes, adipose tissue, tendons, skeletal muscle, peripheral blood, skin,
dental tissues and nervous system. Table III presents a non exhaustive list of the most explored adult
MSC:s culture protocols. Traditionally, MSCs plastic adherent cells appear as spindle-shaped cells that
form colonies (i.e., CFU-Fs). The multi-lineage potential of these colonies is then examined after a
culture period in defined media that induces cell differentiation. Additionally, phenotypic analysis of
MSCs is determined by their culture conditions. Although conventionally cultured MSCs are not

characterized by unique markers and probably denote some heterogeneous population, there is a

-39-



consensus among the scientific community that they do not express hematopoietic markers. The
Tissue Stem Cell Committee of the International Society for Cellular Therapy thus proposed a set
of minimum criteria that define human MSCs (93) as follows. When cultured under standard
conditions, these cells must be positive for CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 and
HLA-ABC and negative for CD3, CDS§, CD10, CD11a, CD11b, CD14, CD15, CD19, CD31, CD33,

CD34, CD45,CD71,CD117,CD184, VEGF-R2 and HLA-DR.

I11.2. Vascular differentiation ability of human adult stem cells:

As related above, VEGF (a potent angiogenic factor) has been widely used to differentiate
adult MSCs into ECs. VEGF in many forms (i) soluble (94-96), (ii) released from a surface over
time (97) or bound to a surface (98), (iii) overexpressed through retroviral transduction of the
VEGF gene (99), (iv) conjugated with IGF-1, EGF and hydrocortisone (100,101) or (v)
combined to mechanical stimulation (102), were previously described. Controlled by Rho/MRTF-A
signaling pathway, a substantial increase of expression of arterial ECs-specific markers on MSCs
after differentiation with VEGF was related (103). VEGF/IGF-1-induced endothelial differentiation
was shown to be more controlled through PI3K pathway. However, the resulting cells were mildly
thrombogenic in vivo due to lack of eNOS expression (96,104). TGF-1, a potent multifunctional
cytokine that coordinately up-regulates a variety of SMCs differentiation markers (105), has been
shown to increase SMA and calponin expression but not SM-MHC and smoothelin, late SMCs
markers (106,107). Thus, TGF-B1 induced a partial conversion of human MSCs into SMCs
phenotype. Vascular cells are continuously submitted to mechanical forces such as shear and tensile
stress due to blood flow and compliance effects in the body, suggesting that these unique

environmental factors could enhance stem cells differentiation when they are cultured in vitro
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(108,109). Few studies have revealed some degree of vascular cell differentiation from adult stem
cells as a result of tension and cyclic stretch (106,110,111), shear stress and pressure (112) or
combined shear, stretch, and pressure (113). Despite the morphological evolution from fibroblastic
to ovoid shape, a change of their phenotypic profile depending on force amplitude was reported
(102,112). Indeed, under higher shear stress (1 Pa) some typical markers for SMCs were observed
whereas those for ECs were seen under lower shear stress (0.25 Pa) (112,114). Others found that
SMCs protein expression was restricted to MSCs exposed to cyclic stretch and was strongly
dependent on the magnitude and frequency of applied cyclic stretch while, apart from VEGF-R2,

none of other ECs markers have been seen (111).

I11.3. Advantages and disadvantages of adult stem cells

Throughout these recent years multipotent adult stem cells have seen many advances toward
clinical uses and cell therapy. Their rapid proliferation, great plasticity and long term
cryopreservation have not only optimized many tissues engineering development, but also rendered
feasible some applications which would otherwise be unattainable with other cells. Adding to this,
these cells demonstrated the ability to differentiate into mesodermal lineage and unlike ESCs, the
isolation and the use of these cells are not limited by ethical issues. Adult stem cells present an
immunoprivileged status and could be isolated from the patient’s own tissue. Therefore, virtually
limitless conceptual viability of autologous and allogenic approaches to tissue engineering is one of
the most direct consequences of this very exciting principle. A variety of adult stem cells have been
identified and isolated for clinical use, bone marrow transplantation is probably the best known
example for stem cell-related therapy. However, with the exception of bone marrow transplant, adult

stem cells use is largely limited and rarely approved by the FDA or other agencies for clinical trials.
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In addition, adult stem cells isolation may be painful due to invasive procedures and cells could
retain some damaging genetic alterations when isolated from person with genetic disorder. Also,
culturing these cells in vitro is very difficult and has not been possible for some patients. Indeed,
MSCs have emerged as a reliable stem cell source. Unfortunately, the fervor over stem cells is
mitigated by several lines of evidence suggesting that their efficiency is limited by natural aging.
Another potential problem is the presence of xenogenic products in the growth medium required for

the expansion of these cells, which must be replaced for clinical use.

IV. VASCULAR CLINICAL APPLICATIONS OF STEM CELLS

From bench to bedside, stem cells based clinical trials have been conducted for at least 12
different pathological conditions including bone, heart, cartilage, vascular, skin, neurodegenerative
and graft-versus-host-diseases (GVHD) (115,116). These clinical applications were mainly
attributed to stem cells ability : 1) to home to sites of inflammation following tissue injury when
injected intravenously ; i1) to differentiate into various cell types ; iii) to secrete bioactive molecules
capable of stimulating the recovery of injured cells and inhibiting the inflammation and iv) to
perform immunomodulatory functions. Different studies have reported beneficial effects of human
stem cells on vascular regeneration, as discussed by Bajpai et al. (117). In a pioneering study,
Hibino et al., aimed to replace ECs as a cell source for graft seeding and evaluated stem cell-
seeded grafts as venous conduits for congenital heart surgery. To this date, 25 children have been
implanted with such seeded grafts with no evidence of graft-related mortality or stenosis, after a
mean follow-up time of 5.8 years (118). Based on their angiogenic properties, the efficiency of stem
cells transplantation to treat chronic critical limb ischemia is already in clinical trial, results are expected

to be published in 2014 (www.clinicaltrials.gov). Adult stem cells were also shown to be an attractive
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therapeutic tool to heal skin wounds (119) and ischemia-reperfusion injuries following organ
transplantation (120).

The success of early stem cell clinical trials may lead to additional complications. Perhaps the most
pressing need will be obtaining sufficient cells with a high therapeutic benefit. Another variable to
consider is the cell culture support system (FBS versus human platelet lysate versus serum-free
media). All of these conditions are able to improve stem cell growth. However, the use of FBS may
lead to immunologic reactions in patients (121). The use of patient plasma-derived serum (122) or a
serum free support system (123) may provide an appropriate solution to these risks. Nevertheless, in
vitro upscaling of clinical grade cell products essentially free of xenogenic products in compliance

with good manufacturing practice (GMP) remains a significant hurdle (124).

In summary, considerable therapeutic potential of stem cells has generated markedly increasing
interest in a wide variety of biomedical disciplines. However, there is still much work to be done. It
is notable that while data are accumulating from basic to translational work, the mechanisms
involved in stem cell therapy remain unclear and much preclinical work has not been transposed into
humans. Adding to this, the source of donor stem cells, autologous versus allogenic sources, cell
types or lineages, remain critically important considerations. With further advances, stem cells are

thought to play an important role in managing many disorders that lack effective standard treatment.
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Table Legends:

Table 1: Non exhaustive list of published derivation and culture methods for human
embryonic stem cells. bFGF : Basic fibroblast growth factor ; BL : Blastocyst ; BRL : Buffalo rat
liver ; ECM : Extracellular matrix ; FBS : Fetal bovine serum ; FCS : Fetal calf serum ; GABA :
v- aminobutyric acid ; HA : Hyaluronic acid ; HS : Human se- rum ; ISR : Immunosurgery for
removal of trophoectoderm cells ; LIF : Leukemia inhibitor factor ; Mech : Mechanical removal of
trophoectodermal cells ; MEF : Mouse embryonic fibroblast ; NA : Information not available from
published source ; Pro : Pronase used for removal of zona pellucida ; SR : Serum replacement ;

TGF-B : Transforming growth factor-p ; Tyr : Tyrode’s acid used for removal of zona.

Table 2: Cell isolation and phenotype characterization differences between fetal stem cell
sources.

Table 3: Adult stem cells isolation and characterization
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Table 1

Derivation Stage of Feeder cell type Cell feeder hESC culture Ref.
procedure embryos culture medium medium
TYR/ISR BL MEF FCS FBS,LIF (125)
PRO/ISR BL HS FBS (126)
e Fetal muscle
e Fetal skin
e Adult
fallopian tube
PRO/ISR BL Human Foreskin FBS FBS, LIF (127)
PRO/ISR BL MEF FCS FBS, LIF, bFGF | (128)
PRO/ISR BL MEF FCS Vitro HES, bFGF, | (129)
HA
PRO/ISR BL Uterine FBS SR, bFGF (130)
endometrium
PRO/ISR BL Human Foreskin FBS SR, bFGF (131)
TYR/Mech BL Placenta FBS SR, bFGF (132)
RO/Mech BL hESC-derived HS/FBS SR, bFGF (133)
fibroblast
PRO/ISR BL MEF FBS FBS/SR, bFGF | (134)
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Table 2

Fetal stem cell sources

Cell isolation technique

Phenotype characterization

Amnion termed fetal
membrane

Mechanically stripped from choriodecidua (to
minimize maternal cells), then washed and incubated
with Trypsine (to eliminate amnion epithelial cells),
finally cut into small pieces then :
— Enzymatically digested using DNase/collagenase
(135), pronase/collagenase (136) or
Dispase/Collagenase (137), or

— Plated on culture flask allowing cells migration from
explants to the flask (77).

Plastic adherent with a fibroblastic morphology;
Highly positive for CD44, CD73, CD166, CD90,
CD13, HLA-A, B, C and positive for CD9
Negative for CD105, CD34, CD45, CD117, CD31
and HLA-DR, DP, DQ cell surface markers (137);
Express Oct-3/4, Sox-2, Nanog3 pluripotency
markers (138) with a decrease in mRNA with
passages.

Chorion termed fetal
membrane

After removing enzymatically the trophoblastic
layer, the chorion, as far away from the maternal side
as possible, is cut into small pieces then :

— Enzymatically treated with collagenase with
(139) or without DNase (140), or

— Plated on culture flask allowing cells migration from
explants to the flask (141).

Plastic adherent with a fibroblastic morphology,
simple cytoplasmic organization with dispersed
mitochondria and glycogen lakes (142);

Highly positive for CD105, CD90, CD73, CD44,
CDl166, CD10, CD13, CD49, CD54 and a low
expression of CD271, HLA-A, B and C (143);
Negative for CD34, CD45, CD133, CD117, CD14
and HLA-DR cell surface markers (144);
Expressing pluripotency markers such as SSEA3,
SSEA4, Oct-3/4, Nanog3, Tra-1-60 and Tra-1-8
(145).
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umbilical cord blood

Stem cells, obtained from the distal end of the
umbilical vein blood, are separated by density
gradient centrifugation wusing Percoll gradient;
followed by selective depletion of CD34-positive cells
(146).

Plastic adherent, fibroblastic morphology;

Highly positive for CD29, CD44, CD73, CD90,

CD105,CD166 and HLA-ABC;

Negative for CD14, CD31, CD45, CD271, CD34

and HLA-DR (147,148);

Expressing pluripotency markers Oct4, Sox2 and
Nanog (146).

Umbilical cord Wharton’s
jelly

After discarding umbilical cord’s epithelium and
blood vessels, the Wharton’s jelly is segmented into

small pieces (1-5 mm3 ) then :

— 1) Enzymatically digested with collagenase followed
by Trypsine (149), or

— 2) Plated on culture flask allowing cells migration
from the explants to the flask (150,151).

Plastic adherent with a fibroblastic morphology;

Highly positive for CD10, CD13, CD29, CD44,

CD49%e, CDS51, CD73, CD90, CD105, CD106,

CD117,CD166 and HLA-1/HLA-ABC;

Negative for CD14, CD31, CD34, CD38, CD45

and HLA-DR (61);

Expressing pluripotent markers as SSEA-3, SSEA-
4, Tra-1-60, Tra-1-81, Oct3/4, Nanog, Sox2 and
Lin28 (152).

Amniotic fluid

Obtained during scheduled normal pregnancy
amniocentesis between the 15th and 18th week of
gestation. Stem cells are then isolated using the
adherence method, following one step (88) or two step
culture protocol (89).

Plastic adherent with a fibroblastic morphology;

Positive for CD29, CD44, CD49¢, CD71, CD73,

CD90, CD105, CD106, CD166 and HLA-1/HLA-

ABC;

Negative for CD10, CD11, CD14, CD25, CD31,

CD34, CD40, CD45, CD50, CD62, CD80, CDS6,

CD106,CD127 and HLA-DR (89);

Expressing pluripotent markers as SSEA4-4, Oct4,
Nanog3 and Sox2 (88).
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Table 3

Adult stem cell sources

Cell isolation technique

Morphological and Phenotypical characterization

Bone marrow
(BM-MSCs)

Aspirated from tibia and femur, BM-MSCs are
cultured from mononuclear cells using the standard
Ficoll-Plaque density gradient centrifugation method
(153,154), or by culturing the whole BM for four
days followed by extensive washes to eliminate non
adherent cells (155,156).

e Plastic adherent with a spindle shape morphology;

e Highly positive for CD13, CD44, CD49¢, CD62,
CD73, CD90, CD105, CD106, CD117, CDI126,
HLA-ABC and several integrins like a4 1;

e Negative for CD3, CDS8, CD10, CDI1a, CDI11b,
CD14, CD15, CD19, CD31, CD33, CD34, CD45,
CD71, CDI133, CD144, CD184 and HLA-DR
(154);

e Expression of SSEA4 (157,158), Nanog (159,160)

and Oct-4 (159);

Able to differentiate into adipogenic, osteogenic,
chondrogenic and myogenic lineages (158).

Adipose tissue
(ADSCs)

e The lipoaspirated or dissected fat lobules are mostly

digested with collagenase. Stromal cell fraction is
obtained after centrifugation, incubated with NH4CL
in order to lyse red blood and then filtered through a
100-mm nylon mesh to remove cellular debris.
Terminal collected cells are finally resuspended in
culture plate (161,162).

e Approximately 5000 ADSCs are obtained from 1g of

adipose tissue (163).

e Plastic adherent with a fibroblastic morphology;

e Presenting an extensive proliferative capacity;

e Highly positive for CD13, CD44, CD49¢, CD62,
CD73,CD90, CD105, CD117 and HLA-ABC;

e Negative for CD3, CDS8, CD10, CDI1a, CDI11b,
CD14, CD15, CD19, CD31, CD33, CD34, CD45,
CD71, CDI133, CD144, CD184 and HLA-DR
(154);

e Expression of pluripotent cells associated genes

Oct-4, Nanog, Sox2 and SSEA4 (164,165);

e Able to differentiate into adipogenic, osteogenic,

chondrogenic and myogenic lineages.
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Dental pulp
(DPSCs)

Teeth (third molars) are mechanically fractured in
order to reveal the pulp chamber, the pulp tissue is
then minced into small fragments (1-2mm?) then :

— Enzymatically digested with Dispase or Collagenase
(166), or

— Plated on culture flask allowing cells migration from
explants to the culture surface (166).

Plastic adherent with a fibroblastic morphology;
Highly positive for CD13, CD29, CD44, CD49b,
CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, CD117,
CD146,CD166, CD271 and HLA-ABC;

Negative for CD3, CD7, CDI11b, CD14, CD19,
CD20, CD31, CD34, CD45, CD71, CDI133,
CD195 and HLA-DR (167,168);

Expression of pluripotent cells associated genes
SSEA-4, Oct3/4, Nanog and Sox2 (167,168);

Able to differentiate into adipogenic, osteogenic,
chondrogenic and myogenic lineages.

Gingival tissue
(GSCs)

Gingival connective tissue samples are
deepithelialized, leaving only connective tissue. After
removing the gingival epithelium, tissue samples (sized
approx. 10 mm x 4 mm x 2 mm) are obtained from
the gingival lamina propria. The explants are then
minced and cultured on tissue culture dishes (169).

Plastic adherent with fibroblastic morphology;
Highly positive for CD146, CD105, CD90, CD29,
CD73, CD44, CD166, CD13 and STRO-1 (169-
172);

Negative for CD34, CD38, CD45, CD54 and
CD31 (169,171);

Able to  differentiate  into  adipogenic,
chondrogenic, and osteogenic lineages (171).
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2. Les biomatériaux

La Conférence de Chester de la Société Européenne des Biomatériaux en 1986 a défini les
biomatériaux : « matériaux non vivants utilisés dans un dispositif médical, destinés a interagir
avec les systemes biologiques ». Plus récemment, a Sorrento (Italie) en 2005, un biomatériau
¢tait défini un comme « un matériau congu pour interagir avec des systémes biologiques, qui
participe a la constitution d’un dispositif a visée diagnostic ou a celle d’un substitut de tissu
ou d’organe ou encore a celle d’un dispositif de suppléance (ou d’assistance) fonctionnelle ».
La notion de biocompatibilité, soit la capacité d’un matériau a étre utilis€¢ avec une réponse de
I’hote appropriée dans une application spécifique, peut y étre associée.

Pour que le biomatériau corresponde a ces critéres, il est généralement admis que la durée de
contact avec les tissus vivants dépasse quelques heures. La définition du terme

« biomatériaux » reste large et englobe de nombreux domaines (tableau I).

Les biomatériaux doivent favoriser 1’organisation, la croissance et la différenciation des
cellules, en apportant un support physique plus ou moins labile. Toutefois, ces qualités
paraissent insuffisantes pour assurer le passage a la clinique, d’ou la nécessité de rappeler les
principaux criteres auxquels ces matériaux doivent satisfaire avant toute évaluation clinique
(116):

- Absence de thrombogénicité et processus de fabrication relativement simples ;

- Dégradation controlée et reproductible, en éléments non toxiques facilement métabolisables
et/ou éliminables ;

- Assurant le transport/transfert de gaz et des biomolécules ;

- Résistance a la rupture similaire a celle supportée par les veines saphénes (>1 700 mmHg) ;

- Résistance garantissant la perméabilité et la stabilité du diamétre dans le temps ;

- Maniabilité du conduit et persistance a la suture ;

- Capacité a incorporer et de libérer progressivement des facteurs inductifs afin d’améliorer la

croissance du tissu néoformé (117).
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Cardiovasculaire Valves cardiaques. ceeur artificiel, stimulateur cardiaque,
prothese et endoprotheses vasculaire, cathéters. . ..

Chirurgie plastique et Implant pour chirurgie esthétique, drains de chirurgie,

reconstructive peau artificielle, sutures résorbables. .. ...

Chirurgie orthopédique Protheses articulaires, ortheses, ligaments et tendons
artificiels, cartilage. .. ..

Endocrinologie Pancréas artificiel, pompes portables et implantables. . ..

Odontologie et Comblement dentaire et osseux, implants, matériaux de

stomatologie restauration.. ..

ophtalmologie Implants, lentilles, coussinet de récupération. . .. ...

Radiologie et imagerie Produits de contraste, produits pour embolisation. .. ..

Urologie et néphrologie Poches, cathéters et tubulaire pour dialyse, rein artificiel

Autre domaines Biocapteurs, systemes de libération controlée de

médicaments ou de genes. ...

Tableau I : Principaux domaines d’application des biomatériaux (113).

Les travaux actuels visent a optimiser principalement :

1) La biocompatibilité ;

i1) La cinétique de dégradation (le but étant qu’elle se produise au fur et & mesure de la
production d’une matrice extracellulaire et de la réhabitation par les cellules de 1’hote) ;

ii1) Les propriétés mécaniques (I’objectif étant une compliance proche de celle des vaisseaux
natifs).

De nombreuses variables doivent étre prises en compte pour satisfaire a ces impératifs, et
notamment le poids moléculaire des molécules constituant le biomatériau : un matériau de
poids moléculaire €élevé est bien toléré alors que le méme matériau de poids moléculaire plus
faible peut induire une réaction inflammatoire (118). Sa porosité et son module d’¢lasticité
(impliqué dans les processus d’adhésion et de différenciation cellulaires) ainsi que la nature
du matériel sont également a prendre en considération (119). Les nanotechnologies pourraient
trouver ici une application intéressante grace a la création controlée a 1I’échelle nanométrique
d’une architecture reproduisant au mieux celle de la matrice extracellulaire, véritable niche
favorable a la colonisation de cellules et aux interactions avec les cellules circulantes (120,
121).

Deux types de biomatériaux, biologiques (ou naturels) et synthétiques sont principalement

utilisés.
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2.1. Biomatériaux synthétiques dégradables

Le but de I'utilisation des matrices biodégradables est de servir de support permettant la
formation d’une structure suffisament stable et comparable a celle d’une paroi vasculaire.
Approuvées par les agences d’autorités du médicament tels que Food and Drugs
Administration (FDA) et 1’agence nationale de sécurit¢ du médicament (ANSM), les matrices
les plus couramment utilisées en ingénierie vasculaire sont : 1) les acides poly(glycoliques)
(PGA), ii) les acides poly(lactiques) (PLA), les poly(L-lactiques) (PLLA) et leur
copolymeres, iii) les polyhydroxyalkanoates (PHA) et iv) le polydioxanone (PDO).

Dans les années 80, ces matrices ont ¢té utilisées pour la premiére fois sans cellules, « cell
free », dans le but d’étre cellularisées par recrutement des cellules du patient. Ces approches
n’ont pas atteint la phase clinique de par la faiblesses de structure conduisant a la formation
d’anévrysmes (122).

Comme alternative au systéme « cell free », Niklason et al. (63, 123), ont développé une
nouvelle prothése associant un tube polymére biodégradable élaboré a partir de PGA
cellularisé avec des CMLs d’aorte bovine. Apres huit semaines de culture dans un bioréacteur
mimant les contraintes d’un vaisseau sanguin natif, ces prothéses ont été totalement
endothélialisées. Leur résistance a des pressions de rupture est de I’ordre de 2000 mmHg (63).
Ce groupe a aussi montré la possibilité d’obtenir ce type de vaisseaux a partir de cellules
souches mésenchymateuses (CSMs) humaines, capables de se différencier en CMLs (124).

Des essais réalisés sur le babouin ont révélé une bonne perméabilité a un mois (72).

Cependant, la dégradation rapide de ce polymere peut diminuer fortement la résistance du
vaisseau a la pression systémique. De plus, les produits de dégradation de ces polymeres
peuvent entrainer des inflammations (125) et des réactions immunologiques conduisant a la
détérioration du vaisseau (126) ainsi qu’une dédifférenciation des cellules implantées (127).
Ces limites pourraient étre contournées par I’utilisation de combinaisons de différents
polymeres (128). L’association de PGA avec d’autres polymeres, présentant un temps de
dégradation lent, a permis d’améliorer les caractéristiques mécaniques du PGA. Parmi ces
polymeres il est possible de citer : le PLLA (129), le PDO (130), le poly-4-hydroxybutyrate
(P4HB) (131), le polyéthylene glycol (PEG) (132) ou le poly(caprolactone) (PCL) (133).
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En définitive, les propriétés physiques et biologiques médiocres de ces matériaux peuvent
limiter leur application clinique a long terme. C’est pourquoi de nombreuses équipes se sont

intéressées aux matrices d’origine biologique dérivées de tissus humain ou animal.

2.2. Les matrices biologiques

Alternatives aux matrices synthétiques, les matrices naturelles offrent une meilleure surface
pour I’adhésion, la migration, la prolifération et enfin la différenciation cellulaire (67). Ces
matrices peuvent étre dérivées de tissus humain ou animal. Elles comprennent actuellement :
les conduits vasculaires ou avasculaires décellularisés d’origine allogéniques ou xénogéniques
et les conduits construits, par recouvrement de la surface luminale, par des composants

purifiés de la MEC native tels le collagene, la fibrine ou 1’¢élastine.

2.2.1. Les conduits vasculaires décellularisés ou désendothélialisés

La décellularisation des conduits vasculaires est réalisée dans le but de diminuer les risques
d’antigénécité et de calcification qui sont tous deux majorés par la présence de cellules et de
leurs débris. L’objectif étant que des cellules préensemencées ou endogenes circulantes
recolonisent ces supports. De plus, I'utilisation d’une telle matrice tissulaire décellularisée
d’origine allogénique ou xénogénique pourrait permettre de conserver de nombreuses
propriétés structurelles et mécaniques du tissu natif par le maintien de la composition de sa
MEC. Ces conduits vasculaires, généralement congelés a —180°C puis décellularisés,
présentent I’avantage d’étre disponibles et d’avoir un faible pouvoir antigénique (134). Il a été
montré que les propriétés mécaniques (en particulier la compliance) de ces matrices apres une
étape de décellularisation préservant les fibres de collagene et d’¢€lastine, sont supérieures a
celles de protheses synthétiques (135). Cependant, ces matrices ont un fort potentiel

thrombogene lors de la mise en contact avec le flux sanguin (136).

2.2.2. Les conduits avasculaires décellularisés

Plusieurs types de conduits avasculaires décellularisés ont été utilisés. La sous muqueuse
intestinal (SIS : Small Intestinal submucosa), dérivée de la sous-muqueuse du jéjunum de
porc, est un biomatériau acellulaire naturel préconisé pour les pontages vasculaires (137, 138).

Cette derniére et aprés décellularisation, présente une MEC composée a plus de 90% de
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collageéne avec prédominance de collagéne de type I, de fibronectine, de glycoaminoglycanes
et de glycoprotéines. Les essais expérimentaux effectués sur le chien ont montré que 75% des
SIS restaient perméables apres 34 mois (139). Des études faites chez le rat ont montré que les
SIS présentent également des propriétés mécaniques meilleures que les PTFEe (140). Clarke
et al. ont totalement décellularisé des ureteres de beeuf dans le but de remplacer 1’aorte chez
un chien. Dix mois aprés implantation, la greffe montre une perméabilité¢ de 100%, sans
formation d’anévrisme (141). Cependant, malgré les résultats encourageants, I’utilisation des
conduits avasculaires décellularisés pour le remplacement de vaisseaux de petit diametre est
limitée, en particulier par I’absence de cellules endothéliales qui réduit le potentiel

thrombogénique de la matrice (67, 138).

2.2.3.  Les conduits a base de composants de la matrice extra
cellulaire

Le recouvrement de la surface luminale des substituts vasculaires peut se faire avec des
composants de la MEC, en particulier le collagene, 1’¢lastine et la fibronectine. La MEC est
plus qu’une simple matrice qui permet 1’adhésion des cellules, elle joue aussi un rdle
fondamentale dans la communication intercellulaire (142), elle sert de guide a la
morphogenese des capillaires, a la maturation et la stabilité des néovaisseaux (143). De plus,
différents facteurs de croissance peuvent facilement €tre ajoutés a ces préparations protéiques
pour stimuler de fagcon spécifique les cellules ensemencées (144). Cependant, les propriétés
mécaniques de ces préparations et la stabilité des substituts vasculaires formés sont rarement

suffisantes pour les utiliser seules comme échaffaudage pour I’ingénierie vasculaire (145).

2.3. Les modifications de surface

Le succes clinique d’une prothése vasculaire est 1i€é en grande partie a la qualité de
I’adhérence des cellules a la surface du matériau. Dans une revue récente, Mel et al. ont
envisagé différentes modifications de surface de biomatériau afin d’accélérer leur
endothélialisation (146). Elles peuvent étre classées en trois catégories : modifications

topographiques, physico-chimiques ou biologiques (fig. 6).
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Figure 6: Exemples de techniques de modifications de surface favorisant
I’endothélialisation (146). La topographie du matériau (rugosités aléatoires (a), motifs
définis (b), ou modifications chimiques de surface, par traitement plasma ou irradiation UV
(c)) influence l’adsorption protéique et donc ’adhérence cellulaire. La biofonctionnalisation
du matériau peut étre obtenue par attachement de peptides spécifiques capables de fixer des
récepteurs cellulaires et d’induire une adhérence plus ferme. Différentes techniques existent
pour accrocher ces peptides (enduction passive (d), greffage covalent (e) et utilisation de

peptides de liaison (f)).

2.3.1.  Les modifications topographiques

Les modifications topographiques sont connues et utilisées pour influencer la réponse des
cellules et des tissus sur les implants (147). Le controle de la porosité, par exemple, est
essentiel pour des substituts synthétiques de petit diametre : une porosité interne est nécessaire
a I’ancrage de la néo-intima, et une porosité externe permet la colonisation de la prothése par
les tissus environnants (148). La présence de pores permet également une endothélialisation
plus rapide (149).

La rugosité du matériau a également une influence notable sur les cellules, en particulier sur
leur adhésion. Chung et al. ont comparé 1’adhésion et la croissance cellulaire in vitro de CEs
humaines sur des matériaux en polyuréthanes présentant des rugosités variables. Ils ont ainsi
mis en évidence qu’une augmentation de la rugosité de 10 a 100 nm favorisait I’adhésion des

CEs (150).
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2.3.2.  Les modifications physico-chimiques

Contrairement aux modifications précédentes effectuées de maniere mécanique, ces
techniques font intervenir la structure chimique du matériau. Ce qui a pour effet la
modification de la charge ou du caractére hydrophile/hydrophobe du matériau et ses
interactions avec les cellules. En utilisant des polymeéres plus ou moins hydrophiles, Kim e?
al. ont ainsi montré que 1’adhésion et 1’étalement de cellules souches humaines issues de la
moelle osseuse étaient meilleurs sur les surfaces hydrophiles que sur les surfaces hydrophobes
(151). La modification de charge des surfaces a également été largement étudiée dans la
recherche sur les biomatériaux vasculaires. Les surfaces chargées négativement sont connues
pour réduire le phénomene de thrombose (a I’instar de 1’endothélium naturellement chargée
négativement), tandis que les charges positives ont un effet thrombogeéne et favorisent

I’adhésion et la prolifération des cellules (55).

2.3.3.  Les modifications biologiques

Elles ont pour but de contrdler directement les réponses cellulaires et tissulaires en agissant au
niveau protéique. Par exemple, afin de controler 1’adhésion spécifique des cellules, il est
possible d’immobiliser, de fagon covalente ou par adsorption physico-chimique, des
oligopeptides ou des oligosaccharides capables de promouvoir ’attachement cellulaire. La
biofonctionnalisation s’effectue par fixation de motifs peptidiques (tableau II) spécifiques
susceptibles d’étre reconnus par des récepteurs cellulaires (par exemple des intégrines telles
que avP3) et favoriser une fixation des cellules sur le support (152). La réponse biologique
qui s’ensuit va dépendre de la densité et de la distribution spatiale de ces peptides. Toutefois,
ce type de modification a une durée de vie limitée, et il est primordial de pouvoir controler de

maniere optimale la fonctionnalité de ces molécules en fonction du temps.
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RGD Arg-Gly-Asp

REDV Arg-Glu-Asp-Val

SVVYGLR Ser-Val-Val-Tyr-gly-Leu-Arg

YIGSR Tyr-lle-Gly-Ser-Arg

WQPPRARI Trp-GIn-GIn-Pro-Pro-Arg-Ala-Arg-lle

Tableau 11 : Séquences peptidiques utilisées pour favoriser I’adhésion, la prolifération et

la différenciation des cellules (153).

Dans la partie suivante, nous détaillerons uniquement les modifications de charges des

surfaces, par multicouches de polyélectrolytes et leur utilisation dans 1’ingénierie vasculaire.

2.3.4. Modification des matériaux par films multicouches de
polyélectrolytes

Les méthodes classiques de modification de surfaces assurant 1’adhésion et le développement
des cellules (adsorption de protéines, greffage chimique de polymeéres) s’averent le plus
souvent difficiles a mettre en ceuvre et n’est pas adapté a toutes les surfaces, ce qui limite leur
utilisation. Une nouvelle voie de recherche a été développée : la formation de films
multicouches de polyélectrolytes (PEMs). Ces films constituent un moyen original, simple et
efficace de fonctionnaliser rapidement les surfaces des biomatériaux. Les polyélectrolytes
possédent un grand nombre de charges quand ils sont dissous dans des solvants polaires, en
particulier 1’eau. Dans les années 1990, Decher et al. ont développé une méthode
d’assemblage de couches de polyélectrolytes (4). Cette méthode est basée sur le principe de

dépot couche par couche, “Layer-by-Layer” (fig. 7).
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1) Polyanions
e
2) Lavage

Figure 7 : Principe de construction de film multicouche de polyélectrolytes. Dans le cas
illustré, le substrat est chargé positivement en surface. Le premier dépot consiste a plonger le
substrat dans une solution de polyanions (représentée en bleu). Apres un lavage, un second

dépot est effectué a l’aide d’une solution de polycations (représentée en rouge) (4).

Un substrat chargé négativement est d’abord mis au contact d’une solution polycationique
pendant un temps donné (5 a 20 min) (154). Les polycations s'adsorbent sur la surface et
I’exces est éliminé par simple ringage (155). Apres ringage, la surface n'est pas neutre mais
chargée positivement : il y a surcompensation de charges lors de l'adsorption. Lorsque ce
substrat est ensuite exposé a une seconde solution, contenant des polyanions, ceux-ci peuvent
¢galement interagir électrostatiquement avec la premiére couche. Cette adsorption est a
nouveau suivie d'une étape de ringage a I’issue de laquelle la surface est chargée négativement

en raison d’une surcompensation de charges négatives (156).

La grande variété de polyélectrolytes disponibles permet de nombreuses applications, aux
propriétés physico-chimiques modulables. Les films PEMs ont ainsi été adaptés dans de
multiples domaines, balayant un champ technologique trés large allant des matériaux

¢électroniques aux nanobiotechnologies :

- Le traitement anti-reflet de verres optiques par des films hydrochlorures de poly(allylamine)
(PAH) / acide polyacrylique (PAA) pour limiter les phénomenes de réflexion lumineuse sur
les lunettes et les écrans d’ordinateurs, ou encore pour augmenter le rendement des cellules

photovoltaiques (157) ;
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- De nouvelles diodes organiques électroluminescentes (OLED) a base de films poly(p-
phénylénevinyléne) (PPV) / poly(acide méthacrylique) (PMA) avec des propriétés électro-
optiques (caractéristiques courant/tension et luminescence/tension) modulées par la position

d’une couche de montmorillonite dans 1’édifice (158) ;

- De nouveaux matériaux composites a haute résistance mécanique, constitué¢s de films
PDADMA (Chlorure de poly(diallyldiméthylammonium)) / montmorillonite, ou des briques
d’argile (montmorillonite) de taille nanométrique (« nanobriques ») sont reliées entre elles par

des chaines de PDADMA jouant le role de ciment entre les plaquettes minérales (159) ;

- Des procédés de séparation et de nanofiltration avec le développement de nouvelles

membranes sélectives aux ions a base de films multicouches de polyélectrolytes (160) ;

- Des films minces alimentaires protecteurs déposés au fond des bacs a 1égumes pour piéger
les traces d’éthylénes gazeux libérés par des fruits et Iégumes en voie de décomposition. Ces

films ont déja été commercialisés au Japon sous le nom de « Yasa Sheets ».

- Propriétés physico-chimiques et biologiques des films

Le choix des polyélectrolytes est basé¢ sur différentes propriétés : les interactions physico-
chimiques entre les couches, la croissance du film (linéaire ou exponentielle), la stabilité, les
propriétés mécaniques (rigidité, élasticité, résistance), les interactions hydrophiles /
hydrophobes, la biodégradabilité et 1’absence de cytotoxicité. D’autres parameétres peuvent
étre modulables pour I’architecture du film PEM : la concentration des polyélectrolytes, le
temps d’adsorption, le nombre de couches, la réticulation... (161). De ce fait, les PEMs

offrent une multitude de possibilités et peuvent étre adaptés selon les applications visées.

La biodégradabilit¢ des films PEMs est une caractéristique généralement recherchée. Ce
critere peut €tre obtenu pour les films a base de chitosane (CHI) et de hyaluronane (HA),
grace aux enzymes telles que la hyaluronidase, la lysozyme et I’a-amylase (162). De méme,
certaines architectures peuvent étre dégradées de manicere pH-dépendante (163), permettant
méme le relargage contrdlé, par une barriere hydrolysable d’acide poly(lactique-co-
glycolique) (PLGA), de molécules contenues dans des réservoirs en poly-L-lysine

(PLL)/(HA) (164).
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La réticulation des polyélectrolytes apporte plusieurs avantages aux propriétés physico-
chimiques des PEMs. Ainsi, leur biodégradabilité peut étre controlée et leurs propriétés
mécaniques variables. Ces caractéristiques modulables se répercutent sur le comportement
cellulaire, notamment en favorisant la prolifération et 1’étalement, de nombreuses cellules
(chondrocytes, ostéoblastes, neurones, cellules musculaires lisses) et ce sur différentes

architectures telles que (PLL/HA), (CHI/HA) ou (PLL/PGA) (161).

Néanmoins, afin d’optimiser 1’adhésion et 1’étalement des cellules, il est essentiel que le film
PEMs posséde une certaine rigidité. A I’heure actuelle, il est généralement reconnu que les
films PEMs constitués par des couches alternées d’hydrochlorure de poly(allylamine) (PAH)
et de poly(styréne-4-sulfonate) de sodium (PSS) sont suffisamment rigides et fins, ce qui
favoriserait I’adhésion cellulaire (165). Depuis une dizaine d’année, le film (PAH-PSS)3-PAH
a ¢été développé au laboratoire et a montré des propriétés intéressantes mises a profit de la

réalisation d’un substitut vasculaire de petit calibre (134).

- Le film (PAH-PSS);-PAH et [’expertise de notre laboratoire

Parmi différentes associations de polyelectrolytes, Boura et al. ont montré que le film (PAH-
PSS);-PAH était le meilleur en ce qui concerne la proliferation de CEs. Ce type de film
semble améliorer 1’adhésion et le développement de ces cellules en condition statique et sous

flux laminaire (165,166).

Moby et al. ont montré que la fonctionnalisation par des film (PAH-PSS);-PAH favorisait
I’adhésion de CEs sur la surface luminale d’un substitut synthétique en PTFEe (167).
L’observation en microscopie confocale de la surface luminale des substituts a confirmé la

formation d’une monocouche endothéliale exprimant le facteur intracytoplasmique vWF.

Compte tenu de ces résultats, la surface luminale d’artéres ombilicales cryoconservées a été
traitée avec ce film dans le but de les implanter chez 1’animal. Les observations par
microscopie confocale ont révélé un dépdt homogene du film sur toute la surface de ’artere.

Ces films recouvrent également les fibres de collagéne constituant la matrice extracellulaire.

Ces travaux ont permis de montrer que le dépot de PEMs permettait de modifier la face

interne des artéres, favorisant soit 1’adhérence et la rétention des CEs lorsque la charge de la
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derniére couche est positive (168), soit lorsqu’elle est négative, une bonne permeabilité in

vivo apres trois mois d’implantation chez le lapin (134).

De plus, I’architecture de PEMs favorise également I’adhésion et 1’étalement d’autres types
cellulaires, notamment les CSMs (169) et les progéniteurs endothéliaux circulants (EPCs)
(170). Berthélémy et al. ont montré que les films de PEMs réduisent le temps de
différenciation des EPCs en CEs par rapport a un support classique de fibronectine (170). Il a
¢galement ét¢é montré que les PEMs favorisaient la différenciation des EPCs placées en

hypoxie en CMLs (171).

La fonctionnalisation de surface de culture par des films de PEMs est au centre de notre
thématique, non seulement pour favoriser I’adhésion et la prolifération de CEs, mais
¢galement au-dela, par la différenciation de cellules souches. Au vu des résultats prometteurs
obtenus ces 10 dernic¢res années par 1’équipe vasculaire de ’'UMR-CNRS 7365, les films a

base de (PSS/PAH) constituent donc 1’axe principal des travaux que nous présentons ici.

3. Les applications cliniques de la bioingénierie vasculaire

Le concept d’ingénierie tissulaire, précédemment exposé, peut étre appliqué au domaine
vasculaire afin d’améliorer les greffons actuellement utilisés. Pour atteindre la phase clinique,
I’¢laboration des substituts vasculaires doit, toutefois, comprendre : 1) une source de cellules
fonctionnelles et compatibles avec le patient; ii) un biomatériau ayant des propriétés
mécaniques et chimiques satisfaisantes et iii) une facilit¢ de mise en place chez le patient
(172). Dans cette partie, nous €évoquerons seulement les applications cliniques des substituts
vasculaires synthétiques dégradables ainsi que celles construites par autoassemblage

cellulaire.

L'application chirurgicale de ces substituts cardiovasculaires a été mise au point en 1993 par
Mayer et al. (173). Leurs travaux ont conduit a ’implantation d’une valve cardiaque et d’une
artere pulmonaire chez le mouton (176, 177). Aprés 4 mois, ces implants ont montré une
structure proche de 1’original, un état physiologique satisfaisant et absence de thrombus. En
2000, Watanabe et al. ont tenté de remplacer, sans anticoagulants, la veine cave inferieure
d’un chien par un scaffold a base de PGA/L-lactide (LA)/caprolactone (CL). Aprés 6 mois

d’implantation, 1’absence d’occlusion ou de formation d’anévrismes était observée au niveau
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de la lumiére interne du scaffold (64). La réussite de ces conduits vasculaires chez ’animal a

conduit a leur autorisation en applications cliniques (tableau III).

Synthetic grafts Biosynthetic grafts Totally engineered blood vessels
Clinical Experimental Clinical ~ Experimental Clinical
Advant Reduced compliance Antithrombogenic, Responsiveness,
vantages  ismatch and intimal better patency non-thrombogenicity,
hyperplasia, improved self-repair, growth,
patency in femoro-distal metabolically active,
bypasses potentially cost-effective
Disadvantases Technically demanding, No emergency use, Demanding fabrication,
Sadvantages , olonged surgery time cell amplification problems, time- and cost-consuming,
cell culture contamination risk bioreactor cell laboratory,
specialized centers only
Healing Less intimal hyperplasia Self-renewing functional Complete integration
endothelium
First use Siegmanet al., 1979 Herring et al., 1978 Herring et al,, 1984 Weindberg et al., 1986 Shinoka et al., 2001
[Review e. g. Moawad et al., 2003 Seifalian et al., 2002 Bordenave et al., 2008 Isenberg et al., 2006 L’'Heureux et al., 2007

Tableau III : Synthése des applications expérimentales et cliniques de différents types de
conduit vasculaire (synthétique, biosynthétique et totalement construit par ingénierie)
décrites dans la littérature (56). Le tableau présente les avantages et les désavantages de

chaque type de conuduit vasculaire.

En clinique humaine, Shin ‘oka ef al., ont été les premiers a remplacer avec succes une artére
pulmonaire par un greffon a base de biomatériaux dégradables (PGA/LA/CL) chez 4 jeunes
patients en le cellularisant par des cellules vasculaires autologues (178, 179). Au vu de la
difficulté de leur isolement, 1’utilisation de cellules vasculaires matures a été remplacée par
des CSMs autologues de la moelle osseuse et ce méme conduit a été implanté cette fois chez
un groupe de 25 jeunes patients. Des suivis cliniques ont été effectués a court (178) et long
terme (179) ; seuls les résultats obtenu a long terme sont présentés (tableau IV). L’utilisation
d’une faible pression veineuse ainsi que la meilleure capacit¢ de réplication et de
différenciation des CSM implantées étaient les principaux facteurs de succes de cette
approche. En utilisant cette démarche, cette équipe a effectué 200 opérations pendant 10 ans ;

aujourd’hui, 500 opérations sont effectuées chaque année (180).
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Patient Age at Graft Graft Patient Graft Graft relaved
operation vpe diameter status Ppabe rcy complications
(wear) { mm)

1 2 PLA 16 Aulive Patent Mone

2 1 PLA 20 Aldive Patent Morne

3 7 PLA 18 Aldive Patent Stenosis

<4 21 PLA 243 Adive Patent MNone

5 i PLA 20 Adive Patent MNone

5 12 PLA 2 Alive Patent Mone

i 17 PLA 24 Adive Patent Mone

=2 19 PLA 22 Dead Patent Mone

9 3 PLA 12 Adive Patent SEenosis

10 2 PLA 16 Dead Patent Mone

11 2 PGA 20 Dead Patent Mone

12 1= PGA 16 Adive Patent Stenosis

1= 2 PGA 16 Adive Patent Thrombosis

14 2 PGA 18 Adive Patent MNone

15 2 PGA 12 Aulive Patent Mone

16 2 PGA 16 Aldive Patent Morne

17 2 PGA 18 Aldive Patent Mone

18 1 PGA 16 Adive Patent SEenosis

1= 11 PGA 18 Adive Patent MNone

20 2 PGA 16 Adive Patent Mone

21 3 PGA 16 Adive Patent Mone

22 4 PGA 18 Aldive Patent Mone

23 =4 PGA 18 Adive Patent MNone

24 1= PGA 16 Aulive Patent Mone

25 2 PGA 18 Dead Patent Mone

Tableau IV : Résultats cliniques obtenus apreés transplantation d’un vaisseau sanguin
synthétique dégradable a base de PGA ou PLA dans le but de remplacer une artere
pulmonaire stenosée chez des patients jeunes (179). L état des patients a été évalué, apres
un suivi a 5 ans postopératoire, par des techniques d’angiographie et d’imagerie. La cause

principale d’échec était la sténose affectant 16% des patients.

En 1998, I’Heureux et al. ont réussi a mettre au point I’ingénierie du premier vaisseau sanguin
sans l’utilisation d’un scaffold exogene (66). La technique est basée sur un systéme

d’autoassemblage de feuillets cellulaires constitués de collagéne et de cellules.

Dans une premiere étape, chacun des 3 types cellulaires du vaisseau est récupéré a partir de
tissus humains. Les CEs et les CMLs sont isolées de la veine ombilicale humaine et les
fibroblastes proviennent du derme. Ces cellules sont cultivées sur plaque et une fois
confluentes, les feuillets cellulaires sont détachés. La deuxiéme étape consiste a les enrouler :
le feuillet obtenu avec les CMLs est d’abord enroulé sur plusieurs tours autour d’un mandrin
afin de reconstituer la média. Un deuxieme feuillet, produit a partir des fibroblastes, est
ensuite enroulé autour du rouleau précédent formé afin de constituer I’adventice. A ce stade,
seules les 2 couches les plus externes sont construites. Cet assemblage est soumis a
maturation afin d’assurer la cohésion des couches cellulaires. La troisieme tunique est enfin

ajoutée par ensemencement de CEs a I’intérieur de la lumiere du tube, pour former I’intima.
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Grace a une forte densité de collagene, la résistance de ces substituts aux pressions de rupture
est ¢levée. D’autres composantes de la MEC sont également présentes, dont 1’élastine dans
I’adventice. Une étude publiée par cette €quipe a montré que 1’assemblage du feuillet externe
de fibroblastes et du feuillet interne de CEs a permis de reconstituer un nouveau vaisseau avec
des propriétés mécaniques proches de celles du vaisseau natif (181). Des études in vivo ont été

menées pendant 8 mois chez le singe et le chien et présentent des résultats encourageants :

- perméabilité de 86 % des substituts implantés ;

- formations de vasa vasorum et de média.

Apres les résultats encourageants obtenus chez 1’animal, des essais cliniques ont débuté en
2007 (182). Les vaisseaux fabriqués ont été implantés en tant que pontage artériel-veineux a
visée de dialyse entre le bras et I’avant-bras de patients. Sur 10 patients ayant bénéficié de ces
pontages, 7 ont présenté une perméabilité satisfaisante au terme de 30 mois d’implantation
(183). Cependant, le temps de production et de maturation de I’adventice (> 10 semaines) est
un facteur limitant. Avec le progrés de la technologie, le temps de production de ces substituts
a été diminué de 70% apres élimination de la phase de maturation cellulaire de la media et
I’adventice (fig. 8). De méme, la technique de feuillet cellulaire a été remplacée par une
technique d’assemblage de trame cellulaire (184). Trés récemment, ces trames cellulaires sont
assemblées pour former un complexe 3D qui est maturé durant 8 semaines avant de former un
substitut vasculaire. Actuellement, I’utilisation de ces substituts vasculaires est en cours

d’essai clinique (185).
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Figure 8 : Améliorations des constructions de vaisseaux sanguins humains formés par
autoassemblage. (A) représente le premier vaisseau construit par assemblage de feuillets
cellulaires (66). (B) représente un modeéle plus simplifié que le précédent avec élimination de
la couche de CMLs (181). (C) représente le premier vaisseau construit par autoassemblage
(CEs + fibroblastes) et cryoconservé pour étre utilisé en cas d 'urgence (186). (D) représente
le remplacement des feuillets cellulaires par un complexe de trames cellulaires dans le but de

minimiser le temps de production (184).

Toutes ces approches plus ou moins sofistiquées de construction de greffons vasculaires
cellularisés conduisent vers les premiers essais cliniques tres spécifiques. A ce jour, aucune ne
répond a I’ensemble des caractéristiques attendues, ce qui en limite leur utilisation. En effet,
fondé sur la combinaison variable de cellules et de matériaux, le domaine de I’ingénierie
vasculaire a connu une évolution trés importante au cours de la derniére décennie (73). Cette
¢volution a été concentrée, en grande partie, sur I’optimisation du type de biomatériau,
d’échaffaudage et du type de cellules ensemencées et de leurs fonctions (187). Grace aux
développements de la biotechnologie, les nouveaux biomatériaux peuvent étre ensemences
avec des nanoparticules, contenant des facteurs de croissance, des cytokines et des facteurs
favorisant I’angiogenése, succeptibles d’étre libérés au fur et a mesure de la dégradation du

biomatériau (188).
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OBJECTIFS DU TRAVAIL DE THESE

Dans le cadre de la construction d’un néo-vaisseau par 1’ingénierie tissulaire, il est
nécessaire de disposer a la fois d’une quantité¢ importante de cellules vasculaires et donc d’un
environnement favorable a la différenciation et la croissance de cellules souches. Celles
mésenchymateuses (CSMs) présentent un potentiel de différenciation multipotent, ce qui en
fait des cellules d’intérét en ingénierie tissulaire. A ce jour, la moelle osseuse (MO) est
considérée comme la source principale, bien que leur isolement soit une procédure
douloureuse et invasive. D’autres sources de cellules ont été envisagées, en particulier celles
issues de cellules périnatales, et plus précisément de la gelée de Wharton (GW), composante
du cordon ombilical, et décrites comme trés primitives. Cependant, la différenciation
cellulaire nécessite la fonctionnalisation de la surface de culture, et notre groupe a démontré
I’avantage des films multicouches de polyé€lectrolytes, constitués de PAH (poly(allylamine

hydrochloride)), et de PSS (poly(styréne sulfonate)).

L’objectif de ce travail a été d’évaluer I’effet de la combinaison des films multicouches
et des facteurs de croissance angiogéniques sur la différenciation en phénotype endothéliale
des CSMs. La finalité est de s’affranchir de I’utilisation des cellules endothéliales matures

dans le domaine de I’ingénierie vasculaire.

Dans un premier temps, nous avons évalué I’influence de la charge terminale de nos films sur
le comportement des cellules en culture. Cela nous a permis de déterminer la meilleure
architecture du film pour débuter la différenciation de nos cellules. Le comportement des
cellules a été suivi par microscopie a fluorescence et optique.

Dans un second temps, nous avons étudié I’impact du pourcentage de sérum dans le milieu de
différenciation sur le comportement de nos cellules. Cela nous a permis d’optimiser
efficacement les conditions de mise au point de notre protocole de différenciation.

Dans un troisiéme temps, nous avons comparé¢ ’effet de la combinaison des facteurs de
croissance et des films multicouches sur la différenciation des CSM-GWs et CSM-MOs. La
différenciation des cellules a été controlée par 1’évolution de leur morphologie (microscopie
optique), par qRT-PCR et Western blot (pour I’expression des marqueurs spécifiques). La
fonctionnalité¢ des cellules a été vérifiée par leur capacité a incorporer des lipoprotéines

acétylés, de générer du monoxyde d’azote et d’exprimer le facteur von Willebrand.
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PARTIE II : MATERIELS ET
METHODES
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I. Culture cellulaire

Au cours de ces travaux, plusieurs types de cellules humaines ont été utilisés :
- des cellules endothéliales issues de la veine du cordon ombilical (HUVECS),
- des cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle osseuse (CSM-MOs),

- des cellules souches mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton (CSM-GWs),

Remarque :

- L’isolement de ces différents types cellulaires est expliqué dans le 1°" article.

- Tous les prélevements sont réalisés conformément aux procédures approuvées par les
comités éthiques, en accord avec l'unité de therapie cellulaire et tissus (UTCT, Nancy) et le

centre hospitalier de Nancy (CHU, Nancy).

1. Réactifs et matériels

1.1. Tampons

Isotoniques, de pH compris entre 7,2 et 7,4, ces tampons ne contiennent ni calcium ni
magnésium. Ils servent a laver les cellules, a diluer les anticorps, ainsi qu’a maintenir les
tissus hydratés a la température requise sans qu’ils se dessechent. Les deux tampons utilisés

sont le PBS et ’HBSS, dont les compositions sont données dans le Tableau V.

Remarques : Apres ajustement du pH (7,2-7,4), les solutions sont filtrées sur une membrane

de porosité 0,22 um (Millipore, France), puis conservées a 4°C.
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Tampon Constituants Concentration

NaCl 137mM
PBS KCl 2,7mM
(Phosphate Buffer § NazHPO4 10mM
Saline) KH2PO4 1AmM
KCL 0.4g/L
NaCl 8g/L
HBSS KH2PO4 0,06g/L
(Hank’s Balanced § NayHPQ4 0.047g/L
Salt Solution) D-glucose 1g/L
Rouge de phénol 0,011¢g/L
Indicateur coloré
de pH)

Tableau V : Composition des solutions tampon utilisées pour la culture cellulaire.

1.2. Solution de digestion (Enzymes)

Le détachement des cellules du support de culture est réalisé selon les cas a 1’aide de :

- Solution de digestion trypsine-EDTA (Gibco, France) a 0,5 % diluée avec du tampon HBSS.
La concentration finale de la solution de trypsine-EDTA est alors de 0,25 %. La trypsine,
enzyme protéolytique qui hydrolyse les liaisons peptidiques, est utilisée pour détacher les

cellules au cours des différents passages.

- Collagénase de type II (Fisher, France), a une concentration de 1 mg/mL dans du milieu
complet dépourvu de sérum, est utilisée afin de récupérer les cellules souches
mésenchymateuses provenant de la gelée de Wharton. La collagénase de type II est une
enzyme qui coupe la triple hélice de collagene en accélérant la libération des CSMs avec un

rendement élevé.

1.3. Milieu de culture

Trois types de milieu de culture ont été utilisés, selon le type de cellules cultivées :
- Un milieu de prolifération des HUVECs (tableau VI) ;

- Un milieu de prolifération CSM-MOs et CSM-GWs (tableau VI) ;

- Un milieu de différenciation endothéliale CSM-MOs et CSM-GWs (tableau VI).
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Le milieu de culture des HUVECs (M199 + RPMI 1640) ne contient pas de facteurs de
croissance (tableau VI). Il est supplémenté en sérum AB d’origine humaine, fourni par
I’Etablissement Frangais du Sang, préalablement décomplémenté pendant 30 minutes a 56°C,
puis filtré en raison de la présence de particules en suspension pouvant géner 1’observation au

microscope. Le sérum AB enrichit le milieu en nutriments et favorise 1’amplification des

cellules.
Composant Concentration Role
M199 (Fisher, France) 40% (Milieu de base) Apports de sels
: inorganiques et de

RPMI 1640 (Sigma, France) | 40% (Milieu de base) vitamines

Sérum AB humain (EFS) 20% (v/v M199/RPMI) | Apport nutritionnel
Pénicilline (Fisher, France) 2mM Antibactérien

L-Glutamine (Fisher, France) 100 TU/mL Apport d’acides aminés

Fungizone (Fisher, France) 2,5ug/mL Antifongique

HEPES (Sigma, France) 20mM Tamponne le pH a 7,4

Tableau VI : Composition du milieu pour la culture des cellules endothéliales matures

Le second milieu utilisé pour cultiver les cellules souches mésenchymateuses issues de la
moelle osseuse et de la gelée de Wharton tout en maintenant leur caractere indifférencié, est
normalement composé d’un milieu de base (a-MEM, Lonza, Belgique) supplémenté de 10%

de sérum de veau feetal (SVF), glutamine, Fungizone® et pénicilline (tableau VII).

Composant Concentration Role
Apports de sels
a-MEM (Lonza, Belgique) Milieu de base inorganiques et de vitamines
SVF (Sigma, France) 10% (dans «-MEM ) Apport nutritionnel
Pénicilline (Fisher, France) 2mM Antibactérien
L-Glutamine (Fisher, France) 100 TU/mL Apport d’acides aminés
Fungizone (Fisher, France) 2,5ug/mL Antifongique

Tableau VII : Composition du milieu de culture des CSMs
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Le dernier milieu, favorable a la differenciation endothéliale des cellules souches et au
maintien du phénotype, est le milieu EGM-2 (Lonza, Belgique), qui est une formule
commerciale préparée a partir d’un milieu de base (EBM-2 ) supplémenté par 0,5% de SVF et
des facteurs de croissance endothéliaux. Il est favorable a la différenciation endothelial des

cellules souches et au maintien du phénotype (tableau VIII).

Composant Concentration Rale

EGM-2 (Lonza®, France) Milieu de base | Apports de sels inorganiques
et de vitamines

Sérum de veau feetal (SVF) 0,5% (viv EBM-2) Apport nutritionnel
(Sigma, France)
Pénicilline (Fisher, France) 2mM Antibactérien
L-Glutamine (Fisher, France) 100 IU/mL Apport d’acides aminés
Fungizone (Fisher, France) 2,5ng/mL Antifongique

Facteur de croissance:

Basic fibroblast growth factor (bFGF) 4uL/mL
Epidermal growth factor (EGF) 1uL/mL Favorise la différenciation
Insulin-like growth factor (IGF) 1uL/mL endothéliale
Vascular endothelial growth factor
(VEGF) InL/mL

Tableau VIII : Composition du milieu de différenciation des CSMs

2. Méthodes de caractérisation et d’investigation

2.1. Evaluation de I’étalement cellulaire apres culture sur les
différentes surfaces

L’étalement ainsi que le comportement des cellules sur les différentes surfaces de culture ont
été évalués par immunomarquage des filaments d’actine. Cette technique utilise la phalloidine
couplée a un fluorochrome vert (Alexa® 488) (Invitrogen, France). Extraite de phallotoxines,
la phalloidine présente une forte affinité pour les filaments d’actine. Cette technique nous a

fourni des informations concernant I’étalement ainsi que la forme de nos cellules cultivées.
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2.2. Caractérisation phénotypique des cellules

La caractérisation des cellules souches isolées de la moelle osseuse et de la gelée de Wharton
a été faite par un examen morphologique préliminaire, puis par une étude phénotypique. La
microscopie inversée a contraste de phase a permis d’étudier la morphologie des cellules. Le
phénotype des cellules, avant la phase de différenciation, a été caractérisé par cytométrie en
flux (annexe I). Cette technique fournit des informations semi-quantitatives sur 1’expression
de certains marqueurs (membranaires ou intracellulaires) d’une population cellulaire en
suspension. Les différents marqueurs employés pour réaliser la caractérisation des cellules

sont détaillés dans le Tableau IX.

Phénotype Anticorps | Espece | Espeéce Ex/Em Dilution | Fluorochrome
cible | source
anti-CD73 | Humain | Souris | 565nm/578nm | 1/50 PE
Mésenchymateux anti-CD90 | Humain | Souris | 565nm/378nm | 1/30 PE
anti-CD105 | Humain | Souris | 494nm/521nm | 1/50 FITC
Hématopoiétique anti-CD34 | Humain | Souris | 565nm/578nm | 1/50 PE
anti-CD45 | Humain | Souris | 494nm/521nm | 1/50 FITC
Histocompatibilit¢ | anti-HLA-DR | Humain 494nm/521nm | 1/50 FITC
Controle isotypique | IgG1-FITC | Humain| Souris | 565nm/578nm | 1/50 FITC
IgGI-PE | Humain| Souris | 494nm/521nm | 1/50 PE

Tableau IX : Marqueurs utilisés en cytométrie en flux (PE : phycoerythrin; FITC :

fluorescein isothiocyanate).

Le suivi du phénotype endothelial des cellules, a I’issue de différenciation, est réalisé par la
mesure du taux d’expression de certains marqueurs endothéliaux spécifiques tels que CD31,
VEGF-R2 et VE-cadhérine, tant au niveau génique, par réaction de transcription inverse de
polymérisation en chaine quantitative (qQRT-PCR) (Tableau X), que protéique, par western

blot (Tableau XI).

Génes Séquences sens Séquences anti-sens

CD31 5’-ATGATGCCCAGTTTGAGGTC-3’ 5’-ACGTCTTCAGTGGGGTTGTC-3’

KDR 5’-GTGACCAACATGGAGTCGTG-3’ 5’-TGCTTCACAGAAGACCATGC-3”

CDHS5 | 5-CCTACCAGCCCAAAGTGTGT-3’ 5’-GACTTGGCATCCCATTGTCT-3’

Tableau X : Séquence des amorces utilisées en qPCR.

-85 -




Cibles Dilutions Fournisseur
GAPDH 1/1000 BSA/TBST Santa Cruz
VEGF-R2 1/1000 lait/TBST Cell Signaling Technology
Ve-Cadhérine 1/1000 BSA/TBST Abcam

CD31 1/1000 BSA/TBST Dako

Tableau XI : Anticorps primaires utilisés en western blot. (BSA4 : Bovine serum albumin ;

TBST : Tris-Buffered saline and tween).

2.3. Evaluation de la fonctionnalité cellulaire

L’évaluation de la fonctionnalité des cellules a I’issue de différenciation a été réalisée par leur
capacité a incorporer les LDLs (low density lipoprotein)-acétylés, par leur capacité a libérer
du monoxyde d’azote (NO) dans le milieu de culture et enfin par I’expression du facteur pro-
thrombotique von Willebrand ; ces fonctionnalités ont pour finalité de vérifier si ces cellules
differenciées présentent des caractéristiques proches de celles des cellules endothéliales

matures, permettant de les apparenter a des CE-like.
Remarque : la méthodologie et les protocoles des différentes techniques réalisées durant la

these sont expliqués dans la section « matériels et méthodes » des deux articles figurants dans

ce manuscrit.

3. Préparation des surfaces de culture

Les cellules ont été cultivées sur des lames de verre recouvertes de :

e Supports témoins : 73,6 pg/mL de collagéne de type I d’origine murine (BD
Biosciences). Apres avoir sterilisé les lames de verres rondes a I’'UV, 400 uL de
collagene sont deposer sur chaque lame et incuber pendant 30 minutes a 37°C, le
surplus de collagene est enfin aspiré.

e Support d’intérét : Le film multicouche est construit par dépot successif sur une lame
de verre, de trois bicouches et demie de polyélectrolytes constitué¢s de polycations :

chlorhydrate de polyallylamine (PAH, Sigma-France) et de polyanions : poly (4-
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styréne sulfonate de sodium) (PSS, Sigma-France) (fig. 9). L’architecture est notée

(PAH-PSS);-PAH.

NH3* i B

n S0y |-

Hydrochlorure de Polyallylamine Poly (sodium-4- styréne sulfonate)
PAH (poids moléculaire ~ 56 kDa) PSS (poids moléculaire ~ 70 kDa)

Figure 9 : Représentation de la structure chimique des deux polyelectrolytes utilisés.

(PAH : poly (allylamine hydrochloride); PSS : poly (sodium 4-styréne sulfonate)).

Remarque : la procédure utilisée pour la construction du film est décrite dans la section

« materiels et méthodes » des deux articles figurants dans ce manuscrit.
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PARTIE III : RESULTATS ET
DISCUSSION

- 88 -



I. Influence de la charge de surface sur la culture de cellules
souches mésenchymateuses

1. Introduction

Notre objectif principal a été¢ de différencier des cellules souches mésenchymateuses
(CSMs) issues de la moelle osseuse (MO) et de la gelée de Wharton (GW) en cellules
endothéliales. Dans cette ¢tude et d’aprés nos résultats préliminaires (189), les CSMs de la
GW et de la MO ont été cultivées initialement sur des films (PAH-PSS);-PAH, finissant ainsi
par une couche de PAH chargée positivement. Le choix de cette construction de film s’est fait
a I'instar d’études précédentes dans lesquelles ils sont largement utilisés pour modifier des
surfaces telles que le verre, le plastique, les artéres décellularisées et le PTFE (189). L’intérét
de leur utilisation est de rendre ces surfaces bioactives et adhésives vis-a-vis de divers types
cellulaires comme les cellules endothéliales (CEs), les cellules progénitrices endothéliales
(EPCs) et les CSMs de la MO. Notre groupe a précédemment montré que ces films
amélioraient 1’adhésion et la viabilité des cellules endothéliales (166) et étaient capables de
favoriser, in vitro, la différenciation des EPCs en cellules endothéliales (166,170).

Malgré leur effet exceptionnel sur des cellules souches ou matures étudiées, les films
multicouches terminant par une couche PAH ont montré un résultat décevant quant a
I’adhésion des cellules souches mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton (CSM-
GWs), suggérant que ces cellules présentent, in vitro, un comportement spécifique et différent
des autres cellules. En effet, les CSMs-GWs cultivées sur les films (PAH-PSS);-PAH tendent
a s’organiser apres 10 jours de culture, en structures semblables a des nodules ce qui

représente un facteur limitant dans 1’ingénierie tissulaire vasculaire.

Dans le but de mieux comprendre si ce phénomene est dépendant de la surface ou du
type cellulaire, deux approches ont été réalisées :

- La variation du type cellulaire : culture sur des films (PAH-PSS);-PAH, de CSM-MOs
et de CSM-GWs, en utilisant comme contrdle des cellules matures endothéliales provenant de
la veine du cordon ombilical (HUVECs). L’évaluation du comportement cellulaire a été

réalisée apres 10 jours de culture.
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- La variation du type de surface: culture des CSM-GWs sur des films chargés
positivement (PAH-PSS);-PAH et sur des films chargés négativement (PAH-PSS)s; une

surface recouverte de collagéne nous a servi de controle positif.

2. Article

H. Rammal, J. Beroud, M Gentils, P. Labrude, P. Menu, H. Kerdjoudj and E. Velot:
“Reversing charges or how to improve Wharton's jelly mesenchymal stem cells culture on
polyelectrolyte multilayer films”. Biomed Mater Eng. (2013); 23:299-3009.
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ABSTRACT

Polyelectrolyte multilayer (PEMs) films made of poly(allylamine hydrochloride) (PAH) as
polycation and poly(styrene sulfonate) (PSS) as polyanion, with a PAH ending layer, can be
used as antithrombogenic coating in vascular engineering field. They induce strong adhesion
of mature endothelial cells on glass, expanded polytetrafluoroethylene and cryopreserved
arteries. Despite their outstanding effect on mature and progenitor endothelial cells, PEMs
ending with PAH showed a poor outcome on Wharton’s jelly mesenchymal stem cells (WJ-
MSCs) culture. The aim of this work was to examine the influence of the ending charge of
PEMs on WJ-MSCs behavior. WJ-MSCs amplified until the 31 passage were seeded and
cultured on (PAH-PSS);-PAH and on (PAH-PSS)s coated glass for 10 days. Stem cell
phenotype was checked by flow cytometry and cell morphology was followed by bright field
microscopy. Flow cytometry analysis showed that WJ-MSCs were positive for MSC’s
markers CD73, CD90 and CD105 and negative for hematopoietic markers CD34 and CD45.
Light microscopy showed development of nodule-like structures after 10 days of culture on
(PAH-PSS);-PAH, which resulted in a disturbance of cell monolayer. Oppositely WJ-MSCs
cultured on (PAH-PSS), ending with PSS showed a normal cell growth like on collagen and
reached confluence after 10 days. The culture surface seems to have a determining role in WJ-
MSC'’s “spatial” behavior, which could be considered in the field of tissue engineering.

Keywords: mesenchymal stem cells, polyelectrolyte multilayer films, culture surface, stem
cells behavior.
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1. INTRODUCTION

Vascular diseases are a major challenge for medical science because the use of grafts
largely fails due to high immunogenicity and thrombogenicity. Improving graft patency using
mature endothelial cells (ECs) enhances the survival of the graft after transplantation [1].
However, these cells present low availability restricting their use [2]. As an alternative, stem
cell-based therapies have rapidly risen as a potential strategy for tissue repair and regeneration
in regenerative medicine field. Since their discovery [3], bone marrow mesenchymal stem
cells (BM-MSCs) have been extensively investigated and their use in clinical trials showed
some encouraging results [4]. Nevertheless these cells present several limits. Besides the
invasive and painful cell collecting procedure, BM-MSCs are present at very low frequency
(approximately 0.001-0.01% [5]) and their quality decreases with the age of the donor [6].

Alternative sources for MSCs isolation have been pursued. Thus, these cells can be
obtained from several birth-associated tissues including umbilical cord Wharton’s jelly [7].
These cells are multipotent, with an inexpensive harvesting, easily and not invasively isolated,
immunocompatible, politically permissible and present a high differentiation potential [8, 9].
Despite their ability to differentiate into several lineages, the majority of transplanted MSCs
or mature cells die within the first days following the injection; this death might be due to an
inflammatory reaction because of a loss of contact between the cells and the extracellular
matrix due to blood flow. Since 2000, our group demonstrated the possibility to use
polyelectrolyte multilayer films (PEMs) made of poly(allylamine hydrochloride) (PAH) as
polycation and poly(styrene sulfonate) (PSS) as polyanion, with a PAH ending layer, as
antithrombogenic coating in vascular engineering field [10].

This surface modification is based on the alternate adsorption of oppositely charged
polyelectrolytes [11]. Beside their great simplicity of preparation, this method offers also
large possibilities in PEMs properties tuning such as PEMs thickness, surface roughness and
wettability [12]. We demonstrated that (PSS/PAH);-PAH film deposited on glass improved
ECs adhesion and viability [13], increased significantly their adherence under shear stress
[14] and also promoted their attachment and proliferation inside small-diameter vascular
grafts [15]. Recently, we demonstrated that these PEMs were able to promote in vitro the
endothelial differentiation of endothelial progenitor cells (EPCs) [16, 17] and of BM-MSCs
[18].

Synthetic polyelectrolytes such as PSS (a strong polyelectrolyte), PAH and other
polyelectrolytes have been widely used in cell/film studies. Initial cell adhesion is mostly
mediated through electrostatic interaction and, more indirectly, via serum proteins adsorbed
on to the films. The main advantages of using synthetic polymers are the possibility of
specifically adjusting certain parameters and how easy they are to modify chemically. The
most frequently studied synthetic PEMs are, by far, linearly growing and dense PSS/PAH
films. It has been previously reported that different types of cells such as endothelial cells
[13], fibroblasts [19, 20], osteoblastic cells [21], hepatocytes [22], rabbit and human EPCs
[16,17] and BM-MSCs [18] had a good adhesion and behavior on PSS/PAH films; and that
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film terminated with PAH preserved cell shape, attachment, cytoskeleton arrangement and
exhibited an excellent cellular biocompatibility [ 14].

Recently, we found that WJ-MSCs exhibit a special behavior on (PAH-PSS);-PAH
film. The outer layer of PEMs film and more specifically its terminal charge of PEMs is
thought to be responsible for this special behavior. In this study, the behavior of two sources
of MSCs (WJ- and BM-MSCs) was evaluated on positively charged outer layer of (PAH-
PSS);-PAH classical architecture and on negatively charged outer layer of (PAH-PSS), film.

2. Material and methods
2.1. Polyelectrolyte Multilayers Films

All reagents were purchased from Sigma Aldrich (France) unless specified otherwise.
Anionic PSS (MW=70 kDa) and cationic PAH (MW=70kDa) were used to build
polyelectrolyte multilayers (PEMs) films from polyelectrolyte solution at 1 mg/mL (PSS and
PAH) and dissolved in Tris (10mM)/NaCl (150mM) solution. Each experiment was preceded
by a cleaning step of the cover glasses (diameter: 34.7 mm) with 100 mM sodium dodecyl
sulfate (SDS) during 15 min at 100°C. After an intensive ultrapure water (Millipore) rinse,
cover glasses were brought in contact with 10 mM hydrochloric acid during 15 min at 100°C
and finally rinsed with ultrapure water. Cover glasses were then placed in 6-well plates and
PAH solution was incubated for 5 min at room temperature. After an intensive Tris/NaCl
solution rinse, polyanion (PSS) was adsorbed for 5 min. Thus, 7 or 8 alternate depositions of
polycationic PAH and polyanionic PSS layers were deposited and (PAH-PSS);-PAH or
(PAH-PSS), films were then built up. Type I rat tail collagen (BD Bioscience) was used as
positive control for cell adhesion. Glass slides were coated by 100 pg/mL of collagen I in
phosphate buffer saline (PBS, Gibco) for 10 minutes at 37°C and rinsed with PBS solution
before cell seeding.

2.2. Cell isolation
2.2.1. HUVECs

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were isolated from fresh umbilical
cords according to the method of Jaffe et al. [23]. They were cultured at 37°C at 5% CO; and
21% O, in 25 cm” tissue-culture-treated flasks in complete medium. The medium consisted of
an equal mixture of media M199 (Fisher) and RPMI 1640, supplemented with 20%
decomplemented human serum, 2 mM L-glutamin (Fisher), 20 mM HEPES, 100 IU/mL
penicillin (Fisher) and 2.5 mg/mL fungizone (Fisher). Medium was changed every 2 days.

2.2.2. MSCs from Wharton’s Jelly umbilical cord

Fresh human umbilical cords were obtained after full-term births (cesarean section or
normal vaginal delivery) with informed consent using the guidelines approved by the
university hospital center (CHU) of Nancy. Briefly, after rinsing in Hank’s balanced salt
solution (HBSS), cords were aseptically stored at 4°C in sterile saline until processing.
Umbilical cord vessels were then removed from cord segments, and exposed mesenchymal
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tissue was cut into very small pieces or explants (1-2 mm?®). For the digestion step, explants
were incubated in digestion solution: collagenase type 2 (1 mg/mL, Fisher), in DMEM
(Gibco) for 18 hours in 5% CO2 at 37°C. After incubation, enzyme was inactivated with
decomplemented fetal bovine serum (FBS). WJ-MSCs were suspended and cultured in alpha
Minimal Eagle Medium (a-MEM, Lonza) complete proliferation medium supplemented with
10% FBS, penicillin/streptomycine 100 [U/mL, glutamine 2mM and 2.5 mg/mL fungizone,
and maintained in a humidified atmosphere of 5% CO; and 21% O, at 37°C with a medium
change every 2 days.

2.2.3. MSCs from human bone marrow (BM-MSCs)

Mesenchymal stem cells from human donors (hMSCs) were kindly provided by the cell
and tissue therapy department (CHU, Nancy). Briefly, cells were isolated from total hip or
knee replacement surgery according to Friedenstein’s procedure [3] with informed consent
using the guidelines approved by the CHU of Nancy. Cells were previously characterized
(data not shown) and cultured in complete a-MEM proliferation medium such as WJ-MSCs,
and maintained in the same culture conditions as previously described.

2.2.4. Cells behavior

Before each experiment, the 6-well plates were irradiated by ultra violet (UV) length
during 10 min. All cells were seeded at 3000 cells/cm”*. HUVECs were used at the 2™
passage, however WJ-MSCs and BM-MSCs were cultured at passage 4 and seeded on (PAH-
PSS);-PAH and (PAH/PSS)4 in a-MEM culture medium for 10 days. Collagen-coated glass
and glass served both as culture controls. Cell morphology was followed after 5 and 10 days
by bright field microscopy (Leica, x10 magnification).

2.2.5. Cytoskeleton staining

Fluorescent dyes were used to stain actin cytoskeleton; phalloidin coupled with an
Alexa 488 green fluorophore (Invitrogen, 1/100) was used in the presence of 0.1% Triton X-
100 and 0.5% bovine serum albumin (BSA, Euromedex), after permeabilization of cell
membranes with 0.5% Triton X-100. A blue DNA labeling was performed using the dye 4',6'-
diamidino-2-phénylindole (DAPI, 1/250000). Observations were made after one week and
two weeks of culture. Labeled cells were mounted on glass slides (VWR) to be observed by
fluorescence microscopy (Leica, x10 magnification) after using the appropriate excitation and
emission filters for Alexa Fluor 488 (Ex485/Em538).

2.3. WJ-MSC’s phenotypic characterization

WI-MSCs were characterized at 3™ passage by flow cytometry (FACSCalibur; BD
Bioscience) through the expression of MSC’s markers cluster of differentiation (CD)73 (Ecto-
5'-nucleotidase), CD90 (Thymocyte differentiation antigen-1) and CDI105 (Endoglin),
hematopoietic markers CD34 and CD45 (Leukocyte common antigen-5); using mouse anti-
human CD45-(HI30) fluorescein isothiocyanate FITC-conjugated antibody (BD Bioscience),
phycoerythrin PE-conjugated mouse anti-human CD34-(581), CD73-(AD2), CD90-(5E10)
(BD Bioscience) and CD105-(5N6) antibodies (Serotec) and appropriate isotype controls.
Briefly, adherents WJ-MSCs were detached using trypsin/ethylenediaminetetraacetic acid
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(EDTA) and incubated for 1 hour at room temperature with appropriate conjugated
antibodies. Stained cells were immediately analyzed and at least 10000 events were measured
and analysis was performed with the CELLQuest™™ software (BD Bioscience).

3. Results

3.1. Phenotypic characterization of WJ-MSCs

The mesenchymal phenotype of the cells from Wharton’s jelly umbilical cord was
assessed by flow cytometry. Cells exhibited a strong positive surface expression for the
MSC’s evaluated markers: nearly 100% for CD90, 90% for CD73 and 60% for CD105. In
addition, there was no detection of the hematopoietic lineage markers CD34 and CD45 (fig.

1).
3.2. Behavior of WJ-MSCs on (PAH-PSS);-PAH and (PAH-PSS), after 10 days

Macroscopic visualization of WJ-MSCs cultured in a 10% FBS proliferation medium at
passage 4 on (PAH-PSS);-PAH showed the formation of nodule-like shapes after 10 days.
These white shapes were clearly observable to the eye and covering all the culture area (fig.
2a). However, WJ-MSCs on (PAH-PSS), film did not develop any nodule-like shapes and
this was proved by the clearance of the culture well (fig. 2b).

3.3. Morphology of WJ-MSCs on different culture surfaces after 5 and 10 days

Microscopic evaluation of WJ-MSCs cultured at passage 4 with a normal 10% FBS
culture medium (a-MEM, Lonza®) on different culture surfaces: uncoated glass (fig. 3a),
collagen (fig. 3c), (PAH-PSS);-PAH (fig. 3e) and (PSS-PAH), (fig. 3g) showed a similar and
typical fibroblast-like morphology in the first 5 days following the plating. Cells cultured on
uncoated glass (fig. 3b), collagen (fig. 3d) and on (PAH-PSS), (fig. 3h) displayed a broadened
flat morphology and reached confluence after 10 days. Unlike other cells, WJ-MSCs cultured
on (PAH-PSS);-PAH structure (fig. 3f) developed some nodule-like shapes covering all the
culture surface with a disturbance of the cell layer after 10 days.

3.4. Morphology and behavior of HUVECs and BM-MSCs on (PAH-PSS);-PAH and on
(PAH-PSS), after 5 and 10 days

Microscopic observation of HUVECs cultured on (PAH-PSS);-PAH and on (PAH-
PSS)s showed a normal and basic cobblestone morphology after 5 days: they were
homogenous, closely opposed, large and polygonal with indistinct cell borders (fig. 4a and e);
these cells formed a confluent monolayer after 10 days (fig. 4b and f). Cultured BM-MSCs on
both culture surfaces began after 5 days of culture to display a broadened flat morphology and
grew close to one another in parallel arrays forming multiple overlapping layers (fig. 4c and
g). These cells conserved their fibroblastic phenotype and reached confluence after 10 days
(fig. 4d and h).
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3.5. WJ-MSCs behavior on (PAH-PSS), and collagen

WIJ-MSCs actin filaments observation on collagen (positive control) and (PAH/PSS),4
did not show any remarkable difference between these two culture surfaces concerning cell
adhesion and behavior. Cells proliferate normally on both culture surface (fig. 5a and b) and
expended on all the culture surface area forming a stable confluent cell monolayer after 2
weeks (fig.5¢c and d).

4. Discussion

Vascular disease is the leading cause of mortality in today’s world, requiring surgical
interventions including small diameter (inner diameter <6émm) bypass grafting with
autologous veins or arteries [24]. However, adequate autologous vessels for bypass conduits
are lacking in many patients [25]. Therefore, the need for patient-compatible tissue-
engineered vascular grafts is urgent. However the patency rate of small diameter vascular
grafts has been weak due to the formation of thrombus [26, 27], leaving significant space for
improvement in this field [28]. A promising method to prevent thrombus formation and
improve the performance of small-diameter vascular grafts would be the endothelialization of
the luminal surface of scaffold materials in order to form a functional and antithrombogenic
surface [29]. However, endothelialization has always been limited because of the low
availability of autologous cells and because of the weak coating of ECs, leading to their
detachment from the surface upon exposure to blood circulation [30].

To address cell immunogenicity and availability, stem cell-based therapies have rapidly
emerged as a potential strategy for tissue repair and regeneration. It was reported that vascular
cells smooth muscle cells and ECs could be obtained from MSCs [31, 32, 33]. These cells
have multipotent differentiation potential and represent an attractive cell source for
regenerative medicine [2]. Today, BM-MSCs are still considered as the standard key for
clinical use. Nevertheless these cells present several disadvantages. Besides the invasive and
painful cell collecting procedure, BM-MSCs are present at very low frequency approximately
0.001-0.01% [5] and their quality decreases with the age of the donor [6]. For these reasons
and depending on their differentiation potential, alternative cell sources like WJ-MSCs have
gained more and more attention in vascular tissue engineering field during the last decade
[34]. A blessing advantage of these birth-associated cells is their easy availability, their simple
and non-invasive isolation procedure and finally the absence of ethical problems. These cells
are described as more primitive than the other tissue sources [35, 36] and as one of the leading
cell sources used in tissue engineering because they meet all the primary criteria used for this
aim: they are multipotent, inexpensive, immunocompatible, politically acceptable and
expandable in vitro for several passages [9].

To address cell adhesion, our group demonstrated the possibility to use polyelectrolyte
multilayer films (PEMs) made of poly(allylamine hydrochloride) (PAH) as polycation and
poly(styrene sulfonate) (PSS) as polyanion, with a PAH ending layer, as antithrombogenic
coating in vascular engineering field [10]. The use of collagen in surface modification may
present some disadvantages, including poor optical characteristics for microscopy,
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heterogeneity within the extracted collagen, fragility, poor mechanical strength, and
ineffectiveness in the management of infected sites [37, 38]. In our study and based on
previous published results, WJ-MSCs were cultivated in a first time on (PAH-PSS);-PAH
PEMs film. It has been shown that this film is widely used for the modification of surfaces
such as glass, plastic, decellularized arteries and PTFE, in order to make them bioactive and
adhesive for various cell types such as endothelial cells, fibroblasts, osteoblastic cells,
hepatocytes, EPCs and BM-MSCs. Our group previously demonstrated that this film
improves initial endothelial-cell adhesion and viability [13] and is able to promote in vitro the
endothelial differentiation of endothelial human and rabbit progenitor cells (EPCs) [16, 17]
and more recently of BM-MSCs [18].

Despite their outstanding effect on mature and stem cells, PEMs ending with PAH
showed a poor outcome on Wharton’s jelly mesenchymal stem cells (WJ-MSCs) culture,
suggesting that these cells exhibit in vitro a special and different behavior than other cells.
These cells obtained from umbilical cord presented MSC’s phenotype characteristics, as they
were positive for CD73, CD90 and CD105 and negative for hematopoietic markers CD34,
CD45 and yet they seemed to have a particular behavior compared to BM-MSCs. WJ-MSCs
on (PAH-PSS);-PAH developed nodule-like shapes after 10 days of culture whereas on
(PAH-PSS); as on collagen and uncoated glass, these cells grown normally and reached
confluence after 10 days.

Nodule-like or three dimensioned shapes formation in vitro is not a new phenomena, it
has always been the goal of many studies in bone or cartilage tissue engineering. Growing
cells as three dimensioned architectures has been described in many research fields, many
teams aimed to achieve this type of nodules from different cells. Human dermal fibroblasts
were at the origin of these nodules as described in the work of Shin et al. [39]. Others like
Yoon et al., Cheng et al. and other colleagues stimulated human adipose-derived stem cells to
form these spheres [40, 41, 42]. Nowadays, natural cell spheres formation has never been
examined without any stimulation factors, the present study is the first to examine natural WJ-
MSC’s nodule-like shapes formation with a simple modification of culture surface.

Nodule-like shapes formation is more adapted for bone and cartilage field but it presents
a limiting factor in vascular tissue engineering. Reversing the charge of the outer layer from a
positively charged layer ending with PAH to a negatively charged surface ending with PSS
improved WJ-MSC’s behavior as they appeared to have normal behavior and similar to BM-
MSCs and HUVECs when grown at the same time and under the same conditions. No nodule-
like shapes were visible. PEMs seemed to influence the cellular behavior of WJ-MSCs. It has
been shown that the outer polyelectrolyte layer constitutes the determinant factor for the
properties of the film and seems to define the properties of the whole architecture [43]. Thus,
WIJ-MSC’s specific behavior would not be caused by the intrinsic properties of the PEMs but
by the surface chemistry they may present.
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5. Conclusion

In conclusion, we showed that HUVECs and BM-MSCs on PEMs ending with a
positive layer (PAH) presented a good behavior as described in previous studies. However,
WIJ-MSCs cultured on (PAH-PSS);-PAH twisted in three dimensional shapes after 10 days of
culture. Unexpectedly, PEMs ending with a negatively charged layer (PSS) induced a
conventional WJ-MSC'’s culture, like HUVECs and BM-MSCs, into a two dimensional cell
layer. Depending on the type of cells, this study shows for the first time that a positive charge
ending architecture seems to be more adapted for 3D culture cells such as osteoblasts and
chondrocytes whereas a negative charge ending architecture is more appropriate for
monolayered growth cells such as endothelial cells. These preliminary results lead us to check
in the future whether the special cell behavior is actually caused by the surface charge of
PEMs. This would be simply done by replacing PAH by another positively charged
compound such as chitosan. In addition, analyzing these nodule-like shapes for bone or
cartilage protein or gene expression would be considered in the future. Regarding our
observations, we would say that the culture surface seems to have a determining role in WJ-
MSC’s “spatial” behavior, which could be considered in the field of tissue engineering.
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Fig.1 Phenotypic characterization of Wharton’s jelly mesenchymal stem cells (WJ-
MSCs) at passage 3 performed by flow cytometry. The analysis of phenotypic markers
shows the percentages of positive cells for hematopoietic stem cells (CD34 and CD45) and
MSCs (CD73, CD90 and CD105). Results are expressed as mean = SD, n=3.

Fig.2 Wharton’s jelly mesenchymal stem cells (WJ-MSCs) behavior after 10 days of
culture on: (a) (PAH-PSS);-PAH and (b) PAH-PSS)4 polyelectrolyte multilayers films.
Representative picture, taken after medium change, showing the formation of nodule-like
shapes in WJ-MSCs cultured for 10 days on (PAH-PSS);-PAH structure. Square surrounded
by a dashed black line representing a magnification of the nodule-like structures.

Fig.3 Morphology and behavior of Wharton’s jelly mesenchymal stem cells (WJ-MSCs).
Representative pictures showing the morphology of proliferating WJ-MSCs after 5 (a, ¢, e and
g) and 10 (b, d, f and h) days of culture on: (a-b) uncoated glass, (c-d) collagen coated glass,
(e-f) (PAH-PSS);-PAH and (g-h) (PAH-PSS)4 (Leica light microscopy, x10 magnification,
scale bar = 50um).

Fig.4 Morphology and behavior of Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC:)
and bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs). Representative pictures showing
the morphology of proliferating HUVECs on (PAH-PSS);-PAH (a-b), on (PAH-PSS), (e-f)
and of proliferating BM-MSCs on (PAH-PSS);-PAH (c-d) and on (PAH-PSS), (g-h) after 5
and 10 days of culture (Leica light microscopy, x10 magnification, scale bar = 50um).

Fig.5 Behavior analysis of Wharton’s jelly mesenchymal stem cells (WJ-MSCs)
cultivated in proliferation medium (complete alpha MEM) by fluorescent probe
staining. Representative pictures showing WJ-MSCs (a-d) actin filaments (green by
phalloidin) and nucleus (blue by DAPI) staining after one and two weeks of culture on
collagen and (PAH/PSS), surface (Leica fluorescent microscopy, x10 magnification, scale
bar= 100 pm).
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3. Conclusion

Dans ce travail, nous avons montré que les HUVECs et les CSM-MOs cultivées sur
films multicouches terminant par une charge positive (PAH) présentent un comportement
similaire aux études précédentes (167, 192). Cependant, sur un tel support, alors que les
CSM-MOs proliferent normalement, les CSM-GWs s’organisent en structure
tridimensionnelle aprés 10 jours de culture, ce qui est inadapté a notre problématique. De
manieére inattendue, les films multicouches finissant par une couche de charge négative (PSS)
favorisent une croissance normale et "conventionnelle" des CSM-GWs, qui forment alors un
tapis cellulaire en deux dimensions. La polarité¢ des films multicouches de polyélectrolytes
semble donc influencer le comportement des CSM-GWs. La derniére couche de
polyélectrolytes constitue un facteur déterminant pour les propriétés du film et car elle
définirait la polarité¢ de ’ensemble de 1’architecture (191). Ceci suggere que la prolifération

des CSMs de la GW semble étre influencée par la charge globale du film.

La formation de structure similaire a des nodules est davantage adaptée pour le domaine
osseux et cartilagineux mais s’aveére un facteur limitant dans I’ingénierie vasculaire. Ainsi,
selon 1’origine des cellules, notre étude montre pour la premicre fois, qu’une surface de
culture de charge positive semble étre plus propice a la culture en trois dimensions telle les
ostéoblastes et les chondrocytes, alors que pour les mémes cellules, une charge finale négative
est plus appropriée a la croissance cellulaire en monocouche telles que les cellules

endothéliales.

Ces résultats préliminaires nous conduisent a considérer, a I’avenir, le comportement
spécifique des cellules vis a vis de la charge de surface des films multicouches. Il faudrait en
tenir compte si I’on souhaite remplacer, dans des études futures, le PAH par un autre
polycation. Dans un autre domaine, 1’analyse de ces structures nodulaires par 1’expression
génique ou protéique des os ou du cartilage pourrait étre envisagée si 1’on souhaite développer

des structures ostéo-chondrocytaires.

Nos observations ont montré que la surface de culture joue un réle déterminant dans le
comportement « spatial » des CSM-GWs. Pour la suite des expérimentations, (PAH-PSS);-
PAH a été remplacé par (PAH-PSS)s comme surface de culture et de différenciation de nos
CSMs. L’influence du nombre de couches de PEMs sur le comportement cellulaire sera

discutée par la suite.
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II. Influence du pourcentage de sérum sur la culture et le
comportement des cellules souches mésenchymateuses

1. Introduction

Apres avoir déterminé 1’architecture finale de la surface de culture, les CSM-GWs ont
été amplifiées sur plastique jusqu’au 3°™ passage, puis stimulées au 4°™ passage, sur films
(PAH-PSS),. Différentes €¢quipes ont tenté¢ de générer des cellules endothéliales a partir de
cellules embryonnaires, progénitrices et CSMs (171, 194, 195), en s’appuyant sur
I’importance du réle joué, pour favoriser cette différenciation, par la surface de culture, la
densité¢ d’ensemencement, le pourcentage de sérum de veau feetal (SVF) et les facteurs de
croissance.

Dans notre protocole de différenciation, issu des protocoles généralement utilisés dans la
littérature et préconisés par les recommandations commerciales, les cellules ont été
ensemencées sur (PAH-PSS); a 3000 cellules/cm” et stimulées dans un milieu de
différenciation commercial (EGM-2") enrichie avec un cocktail de facteurs de croissance

angiogeéniques et supplémenté par 2% de SVF.

Apres dix jours de stimulation dans le milieu de différenciation, les CSM-GWs ont
formé de nouveau des sphéroides tridimensionnels avec un agrégat cellulaire. Plusieurs
hypotheses ont été émises pour expliquer 1’orientation tridimensionnelle des cellules. A la
lumiere de certains résultats issus de la littérature sur d’autres types cellulaires (194), nous
avons mis en cause la concentration en SVF et nous avons réduit le pourcentage de sérum de
2% jusqu’a 0,5% et comparé le comportement des cellules cultivées sur les films (PAH-PSS),
avec celles cultivées, dans les mémes conditions, simplement sur des lames de verre. Le
comportement des CSM-GWs a été évalué, aprés 10 jours de culture dans le milieu EGM-2"
supplémenté de 2% ou 0,5% SVF, par microscopie optique et a fluorescence aprés marquage

du noyau par DAPIL.
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2. Résultats

Aprés 10 jours de culture dans le milieu de différenciation EGM-2" supplémenté de 2%
SVF, les CSM-GWs cultivées sur films ont formé des structures en trois dimensions, peu
favorables a la formation d’une monocouche cellulaire (fig. 10c et 11c¢).
Au contraire, les cellules cultivées sur les lames de verre n’étaient pas influencées par le
pourcentage de sérum (0,5 et 2%) et ont formé une monocouche de cellules en deux
dimensions (fig. 10a-b et 11a-b). Par contre, sur les films, la réduction du pourcentage du SVF
de 2% a 0,5% permet d’obtenir une monocouche cellulaire, a I’instar du controle, et donc

d’améliorer le comportement des CSM-GWs sur (PAH-PSS), (fig. 10d et 11d).

CSM-GWs
Lame de verre (PAH-PSS)4

2 % SVF

0,5 % SVF

b _Ra

ae

Figure 10 : Effet du pourcentage de SVF sur le comportement des CSM-GWs cultivées
dans le milieu (EGM-2%) sur verre (a-b) et (PAH-PSS); (c-d). Observations optiques
montrant la formation d’une monocouche cellulaire réguliere par les CSM-GWs cultivées sur
verre quelque soit le pourcentage de SVF (a-b). Formation de structures 3D par les CSM-
GWs cultivées sur (PAH-PSS), en présence de 2% de SVF (c) et de structure 2D en une
monocouche cellulaire apres réduction du pourcentage de SVF a 0,5% (d). (Leica light

microscopy, grossissement X 20, échelle 50 um).
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CSM-GWs
Lame de verre (PAH-PSS)4

-
Figure 11 : Effet du pourcentage de SVF sur le comportement des CSM-GWs cultivées
dans le milieu (EGM-2®) sur verre (a-b) et (PAH-PSS); (c-d). Le marquage des noyaux

2% SVF

0,5 % SVF

des CSM-GWs montrent une distribution réguliere sur verre quelque soit le pourcentage de
SVF (a-b). 1l est observé une condensation des noyaux en structures 3D sur (PAH-PSS), en
présence de 2% de SVF (c) et en structures en 2D apres réduction du pourcentage de SVF a

0,5% (d). (Zeiss fluorescent microscopy, grossissement X 20, échelle 50 um).

3. Discussion et Conclusion

Dans cette étude, nous avons évalué I’influence du sérum, dans le milieu de
différenciation endothéliale, sur le comportement des CSM-GWs. Pour ce faire, les CSM-
GWs ont été stimulées avec le milieu de différenciation (EGM-2*) supplémenté de 2% SVF,
en suivant les recommandations du fournisseur. Apres 10 jours de culture, nous avons
constaté que les CSM-GWs, sur film (PAH-PSS)s, tendent a s’organiser selon une
architecture tridimensionnelle, ce qui est un facteur limitant en bioingénierie vasculaire. Le
fait de réduire le pourcentage de SVF de 2% a 0,5% a rétabli la formation d’une monocouche

de cellules fibroblastiques permettant de répondre au cahier des charges

Le comportement des CSMs est trés dépendant de la nature de la surface et de la
composition du milieu de culture (197, 6). Selon la littérature, différents pourcentages de SVF
sont utilisés dans les milieux de différenciation endothéliale. Ce taux de SVF varie fortement

en fonction des cellules utilisées. Lorsque les cellules sont des CSMs, le pourcentage en SVF
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du milieu de différenciation est tres faible : 0% - 2% (192), comme dans notre protocole de
différenciation. Pour les EPCs, il est de 5% a 20% (198, 199) contre 10% pour les cellules

souches embryonnaires (198).

La formation de structures tridimensionnelles par les CSMs a déja été décrite (199), les
auteurs ont souhaité avoir ces structures. Cependant, aucune étude n’a examing les raisons de
la formation spontanée de ces structures, 1’expression de geénes de primitivité associée a ces

sphéroides, ou leur potentiel chondrogénique ou ostéogénique.

Les résultats obtenus dans ce travail montrent que le pourcentage de SVF dans le milieu
de culture est un facteur déterminant du comportement des CSM-GWs sur les films (PAH-
PSS),4. Pour la suite des expérimentations, le pourcentage de SVF sera donc de 0,5% dans le

but d’éviter la formation des nodules et d’optimiser notre protocole de différenciation.

ITII. Comparaison de la capacité de différenciation en cellules
endothéliales de cellules souches mésenchymateuses issues de
la moelle osseuse et de la gelée de Wharton

1. Introduction

Apres avoir fixé les différents parameétres de notre protocole de différenciation (surface
de culture, pourcentage de SVF, densité d’ensemencement), nous avons voulu comparer le
potentiel de différenciation en cellules endothéliales (CE) et leur fonctionnalité, de cellules
souches mésenchymateuses (CSMs) issues de la gelée de Wharton (GW) et de la moelle
osseuse (MO). Avant de débuter la différenciation, nous avons vérifi¢ le phénotype
mésenchymateux des CSM-GWs et MOs afin de s’assurer de la qualité cellulaire. Ces cellules
ont été ensemencées au 4°™ passage a une densité de 3000 cellules/cm” soit sur des films
multicouches de polyélectrolytes (PAH-PSS)4, soit sur du collagéne, surface témoin. Les
cellules ont été¢ amplifiées dans un milieu de prolifération (a-MEM, 10% SVF) jusqu’a 60%
de confluence. Le milieu de prolifération a ensuite €t¢ remplacé par un milieu de

différenciation (EGM-2", 0,5% SVF) pendant 15 jours.
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Le phénotype endothélial a été suivi par microscopie optique pour évaluer tout
changement de morphologie et par I’expression des marqueurs endothéliaux spécifiques tels
que CD31, VEGF-R2 et VE-cadhérine, par qRT-PCR pour une approche génique, et par
Western blot pour une approche protéique. Pour confirmer la différenciation endothéliale, la
fonctionnalité de nos cellules a été vérifiée par leur capacité a incorporer les Ac-LDLs, ainsi

que générer du NO et a exprimer vVWF.

Cette étude est la premiére, a notre connaissance, a évaluer et comparer 1’effet de la
combinaison des facteurs de croissance angiogéniques avec des films multicouches de

polyélectrolytes sur la différenciation endothéliale des CSM-GWs et -MOs.

2. Article

H. Rammal, C. Harmoush, M. Gentils, F. Boulmedais, P. Schaaf, J. C. Voegel, C. Gaucher,
P. Menu and H. Kerdjoudj: “ Synergetic effect of polyelectrolyte multilayers and angiogenic
culture media on endothelial differentiation of Wharton's jelly derived cell towards tissue
vascularization . (Article en soumission)
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Abstract:

The ease of harvesting mesenchymal stem cells from Wharton’s jelly (WJ-MSCs), their great
plasticity and low immunogenicity make them interesting candidates for allogeneic cell
therapy. Yet, it is generally accepted that MSCs cannot easily differentiated into endothelial
cell (ECs) lineage. In this study, we showed that this paradigm can be solved once WJ-MSCs
are cultivated on poly (allylamine hydrochloride): (PAH) and poly (styrene sulfonate): (PSS)
multilayer film and stimulated with angiogenic growth factors (Endothelium Growth Media:
EGM-2"). We compared the expression of ECs key markers of cultured WJ-MSCs versus
bone marrow (BM)-MSCs considered as the gold standard for cell therapy. Our study shows
that human WJ-MSCs cultivated on PAH/PSS films have a much greater angiogenic lineage
potential than BM-MSCs. This makes WJ-MSCs attractive candidates for vascularization of

engineered tissues and treatment of vascular-related diseases.

Key Words: mesenchymal stem cells; endothelial differentiation; polyelectrolyte multilayers

film; tissue engineering
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Introduction

Engineering of tissues in vitro has traditionally been challenging for scientists. The use
of tissular and cellular therapy approaches brings challenge to reality. Yet many fundamental
problems (such as healthy cell source, culture media) remain to be solved before this new
technology becomes routine. Despite the success of thin tissue engineering approaches (as
skin and bladder), unsatisfactory results were obtained for thick tissues. The in vivo survival,
maintenance and function of the implanted tissues are still a problem due to insufficient
nutrient and oxygen supplies and poor angiogenesis ingrowth (1, 2). Encouraging tissue
vascularization and vascular repair using pro-angiogenic growth factors (as heparin, vascular
endothelial or basic fibroblast growth factor) have been largely described in the literature (3).
The rapid degradation and uncontrolled effect of high concentrations of growth factors led to
low efficiency and failure of this approach. Therefore, the presence of pre-vascular networks
inside the engineered tissue is essential for getting a faster blood supply through the implant.
Co-culturing endothelial cells (ECs) with the cell type of interest has been proposed to
provide a starting point for vascularization. But, the low number, poor proliferative rate and
dedifferentiation capacity of autologous mature ECs or circulating progenitors make them
difficult to use in tissue engineering (4, 5).

Current research is therefore directed towards the use of alternative sources of cells
(6). An ideal cell source for tissue engineering should satisfy requirements including ease of
access, sufficient cell number and immunocompatibility. Stem cells constitute a major cell
source that offers significant potential to treat or even to cure a plethora of diseases with the
requirement of their differentiation into specific cell lineages. Bone marrow mesenchymal
stem cells (BM-MSCs) are the most intensively studied stem cells (7) and represent today a

promising option for regenerative cell-based therapies (8). Yet, besides the invasive and
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painful harvesting procedure, BM-MSCs are present at very low frequency and their quality
varies with the age and health of the donor (9, 10). Moreover, their unsuccessful
differentiation into endothelial lineage has been reported (11-14). Since 2003, much effort
has been employed to establish protocols for ECs differentiation, and it is now generally
accepted that only small fractions of MSCs, whatever their origin, can differentiate, in vitro,
into endothelial lineage (12, 15-18).

Recently, several groups demonstrated the existence of a MSC-like stem cell
population within the perinatal tissues, such as human umbilical cord, as the Wharton’s jelly
(WJ) (19). WJ-MSCs are easily accessible, do not acquire invasive and expensive harvesting
procedures, are free of ethical concerns, do not exhibit immune reaction and tumors formation
after transplantation, are expandable in vitro for several passages and have a great
differentiation capacity. Using specific culture media, as for BM, MSCs derived from WJ
were shown to differentiate into mesodermal lineages (adipogenic, osteogenic and
chondrogenic), but expressed only limited and early endothelial gene markers as CD31, VE-
Cadherin, whereas a number of markers related to relevant ECs phenotype as vWF (17, 20,
21) and VEGF-R2 (17) were not expressed. Thus, to our knowledge, no successful and
satisfactory differentiation of mesenchymal stem cells into endothelial lineage was described
so far in the literature.

In addition to growth factors, the nature and the design of the substrate is also a pertinent
adjustable parameter that can be adapted to guide stem cell differentiation. In particular, in
2006, Discher and co-workers found that bone marrow-MSCs can be differentiated into
different stromal lineage depending on mechanical properties of the substrate (22, 23).
Related to tissue elasticity, soft matrices are neurogenic, stiffer ones are myogenic whereas
rigid matrices are osteogenic. For a decade, our group developed an angiogenic-like substrate

using layer-by-layer technique. It comes out that polyelectrolyte multilayer (PEMs) made of
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poly(allylamine hydrochloride) (PAH), and poly(styrene sulfonate) (PSS) have (i) improved
initial adhesion, spreading retention of mature ECs (24), (ii) boosted the ECs differentiation
from circulating EPCs (25, 26) and (iii) promoted in vivo ECs recruitment and then vascular

graft endothelialization (27).

Here, we investigate the effect of PAH/PSS multilayers on the differentiation of WJ-MSCs.
Interestingly, we found that, in synergy with angiogenic growth factors, WJ-MSCs cultivated
on PSS/PAH multilayer films are able to generate functional endothelial-/ike cells. Moreover,
when comparing to BM-MSCs or to WJ-MSCs cultivated on a conventional type I collagen
substrate, we found that WJ-MSCs on PAH/PSS supplemented with angiogenic growth
factors provides a unique system that allows to overcome the paradigm that MSCs cannot
express late endothelial markers. Our findings suggest the potential use of WJ-MSCs

cultivated on PSS/PAH films to generate endothelial-/ike cells.
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Materials and methods

1.1. MSCs from human bone marrow and Wharton’s Jelly umbilical cord

Mesenchymal stem cells from human bone marrow (samples harvested from total hip or knee
replacement surgery according to Friedenstein’s procedure (28)) were kindly provided by the
cell and tissue therapy department (University Hospital Center, Nancy, France). Fresh human
umbilical cords were obtained from the obstetric department of Nancy maternity hospital after
birth delivery. A preliminary mother agreement was produced with informed consent
guidelines approved by the university hospital center of Nancy. After rinsing in Hank’s
balanced salt solution, umbilical cord vessels were removed and harvested mesenchymal
tissue explants were incubated with type II collagenase (1 mg/mL, Fisher), in serum free
DMEM (Gibco) medium overnight at 37°C. Isolated cells were cultured in alpha Minimal
Eagle Medium (a-MEM, Lonza) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS),
penicillin/streptomycin 100 TU/mL, glutamine 2 mM and Fungizone® 2.5 pg/mL and
maintained in a humidified atmosphere of 5% CO, and 21% O, at 37°C with a medium
change every two days until use.

At 3™ passage, both WJ- and BM-MSCs were characterized by flow cytometry
(FACSCalibur; BD Bioscience) through the expression of CD73, CD90, CD44, CD105,

CD34, CD45 and HLA-DR and used in our experimental procedure at the 4t passage.

1.2. Human umbilical vein endothelial cells

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECSs) were isolated from fresh umbilical cords
according to the method of Jaffe et al., (29). HUVECs were cultivated at 37°C in 5% CO; on
25 cm? tissue-culture-treated flasks in complete medium. The medium consisted of an equal

mixture of media M199 and RPMI 1640 (Sigma, France), supplemented with 20% human
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serum AB, 2 mM L-glutamine, 20 mM HEPES, 100 IU/mL penicillin and 2.5 pg/mL
Fungizone®. Medium was replaced every two days. Cells were used as a control at the second

passage.

1.3. Polyelectrolyte multilayers films

Anionic poly(styrene sulfonate) (PSS: MW= 70 kDa) and cationic poly(allylamine
hydrochloride) (PAH: MW= 70 kDa) (Sigma Aldrich, France) were used to build
polyelectrolyte multilayers (PEMs) films from polyelectrolyte solution at 1 mg/mL and
dissolved in Tris (10mM) / NaCl (150mM) solution. Each experiment was preceded by a
cleaning step of the cover glasses with sodium dodecyl sulfate (100 mM, Sigma) for 15 min at
100°C. After an intensive ultrapure water (Millipore®) rinse, cover glasses were brought in
contact with hydrochloric acid (10 mM) for 15 min at 100°C and finally rinsed with ultrapure
water. Cover glasses were then incubated with PAH solution for 5 min. After an intensive
Tris/NaCl solution rinse, PSS was adsorbed for 5 min. Thus, eight alternate depositions of
polycationic PAH and polyanionic PSS layers were deposited and (PAH-PSS), films were
then built up according described procedure (30). Type I rat tail collagen (100 pg/mL, BD

Bioscience) was used as positive control.

1.4. Induction of the stem cells endothelial phenotype

WJ- and BM-MSCs were seeded at 3000 cells/cm” on (PAH/PSS); or on type I collagen
coated glass in a-MEM medium for two days then in endothelial growth medium-2 (EGM-2,
Lonza™) supplemented with 0.5% FBS for two weeks. As a negative control, cells were
cultured on both culture surfaces in endothelial basal medium (EBM-2, Lonza®)

supplemented with 0.5% FBS but without angiogenic cocktail growth factors. Unstimulated
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and stimulated cells on both surfaces (collagen and PAH/PSS) were observed daily by optical

microscopy (Leica microscopy) in order to evaluate their morphology.

1.5. Induced endothelial-like cells phenotype

1.5.1. Real-time quantitative polymerase chain reaction

The endothelial gene markers expression of cultured stem cells was evaluated by Real-time
quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR). Total RNA from stimulated and
unstimulated WJ- and BM-MSCs cultured on both culture surfaces was isolated using the
RNeasey Kit (Qiagen®™). The first strand ¢cDNA synthesis reaction was performed using
350 ng total RNA with iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad®™). gPCR was carried out using
iQ SYBR" Green Supermix (Bio-Rad®) and home designed primers for human CD31, VE-
cadherin, VEGF-R2 and the ribosomal protein S29 (Eurogenetec) with the use of MyCycler™
Personal Thermal Cycler (Bio-Rad®). Cycling parameters were 3 min at 95°C; 40 cycles of
three minutes at 60°C for CD31, VEGF-R2 and RP29 and 62°C for VE-cadherin and one
minute at 72°C. Gene expression was determined in duplicate in three separate experiments
and normalized using the housekeeping gene ribosomal protein S29 then compared against
HUVEC’s gene expression that served as positive control; a non-template blank served as a
negative control. Analyses and fold differences were determined using the comparative Cr

-AACT
2

method. Fold change was calculated from the AACy values with the formula and data

are relative to control values.

1.5.2. Western Blot

Total protein from cultured HUVECs, WJ- and BM-MSCS was prepared as previously

described (31). Proteins from each sample (25 pg) were boiled at 95°C for five minutes in
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Laemmli sample buffer (BioRad®) and fractionated using 10% (for VEGF-R2) and 7% (for
CD31 and VE-cadherin) acrylamide gel and transferred to nitrocellulose membranes. The
membranes were incubated in blocking agent consisting of 5% BSA in Tris-buffered
saline/Tween (TBST, pH: 7.4) for CD31 and VE-cadherin or 5% skim milk powder/TBST for
VEGF-R2 for 1h at room temperature. Primary antibodies to GAPDH (1/1000 BSA/TBST,
Santa Cruz), VEGF-R2 (1/1000 milk/TBST, Cell Signaling Technology), VE-cadherin
(1/1000 BSA/TBST, Abcam) and CD31 (1/1000 BSA/TBST, Dako) were incubated overnight
at 4°C. After extensive washing, the membranes were incubated for one hour at room
temperature with secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase (HRP) goat anti-
mouse for CD31 and goat anti-rabbit for VEGF-R2 and VE-cadherin. HRP was detected by

enhanced chemiluminescence (ECL, Santa Cruz).

1.6. Induced endothelial-like cells functionality

1.6.1. Nitric oxide (NO) release

Nitrite concentration was determined using Griess method as previously described (32).
Briefly, WJ- and BM-MSCs culture supernatants were diluted with acetoacetic buffer (pH
2.5; 1.75 M) in order to obtain a final volume of 1 mL. Calibration curves were performed in
the range 10° - 10° M, using sodium nitrite (NaNO,) as a standard. A volume of 200 pL
sulfanilamide solution (0.6 % (w/v) prepared in 0.4 M HCI) was added to the previously
diluted supernatant. After three minutes of incubation in the dark at room temperature, 50 pL
of N-1-(naphthyl)ethylene diamine solution (0.6 % (w/v) prepared in 0.4 M HCI) were added.
Absorbance at 540 nm was determined after five minutes of incubation and the results were

expressed as micromoles of nitrites produced per grams of total protein amount.
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1.6.2. Acetylated Low density lipoprotein (Ac-LDL) Uptake assay

The specificity of the Ac-LDL uptake by endothelial like differentiated cells was qualitatively
observed using 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindo-carbocyanine perchlorate labeled
Ac-LDL (Dil-Ac-LDL, 0.8 pg/mL for four hours). Cells were then washed with RPMI 1640
and fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min at room temperature. Nuclei counter staining
was performed using 4', 6'-diamidino-2-phenylindole (DAPI for 1 min). The cells were
visualized using fluorescence microscopy (Leica®, X 40) after using the appropriate excitation

and emission filters for Rhodamin B (554nmg,/57 Inmgy,).

1.6.3. Immunofluorescence staining of intracellular von Willebrand (vWF) marker

Differentiated cells were fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min, permeabilized with
PBS/Triton X-100 (0.1%) for 15 min and blocked with PBS/BSA (1%). Cells were then
incubated for 45 min at 37°C with the primary monoclonal antibody anti vWF (1/100
PBS/BSA, Dako). After two washes with PBS, the appropriate secondary antibody labeled
with Alexa-Fluor-488 (diluted at 1/100) was incubated for 30 min at 37°C. The cells were
finally observed by fluorescence microscopy (Zeiss microscopy, X 63 magnification) using

the (485gx/538Ekm) spectral line.

1.7. Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM for each condition. Each experiment was repeated
independently three times (n=3). Pairwise comparisons were performed using one-factor
ANOVA with Fisher correction (Statview IVs, Abacus Concepts Inc., Berkley, CA).
Differences were considered significant for p (rejection level of the null-hypothesis of equal

means) values < 0.05.
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Results and discussion

In this study, we aimed to compare the potential of Wharton’s jelly derived stem cells (WJ-
MSCs) and bone marrow (BM-MSCs) to differentiate into endothelial lineage. Phenotypic
analysis showed that WJ-MSCs, generated by our procedure, strongly expressed MSCs
markers (CD73, CD44, CD90, CD105), but did not express HLA-DR nor hematopoietic
markers (CD34, CD45) (Supplementary data). These characteristics were similar to those of
BM-MSCs as described by previous studies (33) and consistent with the definition proposed

by the International Society for Cell Therapy (ISCT) (34).

Morphological analysis of stimulated WJ-MSCs and BM-MSCs cultivated on PEM and
collagen substrates

We have recently shown that WJ-MSCs behavior depends on the charge of the terminal layer
(30). Indeed, we observed nodule-like structures on PAH ending layer, whereas WJ-MSCs
cultured on four bilayered PAH/PSS and ending with PSS showed a cell layer growth similar
to what is observed on a collagen covered substrate (30). So, in this study, we chose (PAH-
PSS), architecture as cell substrate and investigated the synergic effect of this substrate along
with angiogenic growth medium. Identifying stem cells differentiation into endothelial cells
(ECs) lineage was first highlighted through morphological changes. Indeed, MSCs exhibited a
fibroblastic morphology whereas ECs had a cobblestone-like structure (29). Optical
microscopic observations showed that specific growth factors (EGM-2") stimulation
enhanced cell confluence on (PAH-PSS), and type I collagen substrates. However, EGM-2"
stimulated WJ-MSCs seemed to have a greater cell growth rate compared to BM-MSCs (Fig.
1). We also noticed a slight evolution of stimulated WJ-MSCs morphology from fibroblastic
to a polygonal-like appearance while in the absence of EGM-2" WJ and BM-MSCs preserved
a fibroblastic appearance on both of (PAH-PSS)s and type I collagen substrates (Fig. 1).

Concerning BM-MSCs, there was no difference in cell shape between unstimulated and
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EGM-2" stimulated cells (Fig. le-1h). The increased WJ-MSCs growth rate compared to
BM-MSCs, confirmed through Crystal Violet staining (supplementary data), matched with
previous report (35). Furthermore, it was reported that angiogenic stimulation of BM-MSCs
does not induce specific morphological changes (36, 37). Our next coming step was to check
whether morphological switch is accompanied by the expression of ECs markers. Most
relevant CD31, VEGF-R2 (known as the earliest (38)) and VE-cadherin (described as a late
endothelial marker (39)) markers were investigated at mRNA level then at protein level.
Indeed, all of these proteins play an important role in the endothelium maturation during

angiogenesis process.

Phenotypic and proteomic analysis of stimulated BM-MSCs and WJ-MSCs cultivated on
PEM and collagen substrates

RT-qPCR analyses showed a better endothelial differentiation for WJ-MSCs compared to
BM-MSCs whatever the used substrate (Fig. 2). Combining angiogenic growth factors to
(PAH-PSS), substrate, compared to type I collagen, enhanced strongly and significantly WJ-
MSCs expression of early (CD31 and VEGF-R2) and late (VE-cadherin) mRNA. In addition,
the values obtained for WJ-MSCs were close to those obtained for HUVECs (Fig. 2). EGM-
2" stimulation increased significantly VEGF-R2 mRNA in BM-MSCs cultivated on (PAH-
PSS), substrate compared to type I collagen (Fig. 2A). In contrast to type I collagen, (PAH-
PSS), substrate had a slight influence on CD31 mRNA in BM-MSCs (Fig. 2B). Finally,
whatever the substrate, no expression of VE-cadherin was detected in EGM-2" stimulated
BM-MSCs (Fig. 2C). Then, (PAH-PSS), substrate compared to type I collagen seemed to
improve and boost mRNA endothelial markers expression with a significant increase of these

markers in WJ-MSC:s.
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The corresponding protein synthesis by BM- and WJ-MSCs was evaluated by Western blot.
EGM-2" stimulated WJ-MSCs on (PAH-PSS), highly expressed all the studied protein
markers (Fig. 3). However, on type I collagen only lower CD31 and VE-cadherin protein
bands were detected with an absence of VEGF-R2 protein band (Fig. 3). In addition, no band
corresponding to CD31, VEGF-R2 and VE-cadherin protein was detected for EGM-2®
stimulated BM-MSC:s, after 15 days on both substrates (Fig. 3). In our differentiation system,
after 15 days of culture, only WJ-MSCs cultivated on (PAH-PSS), substrate acquired major
characteristics of mature ECs and expressed CD31, VEGF-R2 and VE-cadherin at mRNA and
protein levels. BM-MSCs did not express these protein markers whatever the used substrate.
Elongation of differentiation time will probably lead to an up-regulation of these markers
(40). Comparing our results to literature, these collagen substrate findings agreed with
reported results (41, 42). Improving CD31, VEGF-R2 and VE-cadherin expression, similarly
to our results, was obtained by adding to EGM-2" culture medium a high concentration of
vascular endothelial growth factor (VEGF, approximately 50 ng/mL) (41). Herein, (PAH-
PSS), seems to be the suitable substrate for WJ-MSCs differentiation toward endothelial
lineage in EGM-2" without any other supplement. mRNA and protein expression of CD31,
VEGF-R2 and VE-cadherin by WJ-MSCs demonstrated their ECs phenotype commitment,

however a successful differentiation should be confirmed through endothelial functions.

Functional analysis of stimulated WJ-MSCs cultivated on PEM and collagen substrates

Among these functions, we evaluated first the nitric oxide (NO) release. Considered as a
strong vasodilator, NO acts as an inhibitor of platelet aggregation, vascular smooth muscle
cells proliferation and leukocytes adhesion which make it a strong antithrombotic and anti-
atherogenic factor (43). As for HUVECs, the resulting EGM-2" stimulated WJ-MSCs were

able to release NO in the culture supernatant whatever the substrate (Fig. 4A). We checked
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similarly the capacity of EGM-2" stimulated WJ-MSCs to incorporate Dil-acetylated low-
density lipoprotein (Dil-Ac-LDL), a hallmark of ECs and macrophages (44). EGM-2"
stimulated WJ-MSCs cultivated on both surfaces were able to uptake Dil-Ac-LDL (Fig. 4B),
similarly to HUVECs, with mostly a punctuated perinuclear distribution. These results agree
with those of Berthelemy et al., who induced the endothelial differentiation of rabbit
circulating progenitor cells on PAH/PSS films and found that, after 14 days, these cells are
able to uptake Dil-Ac-LDL, confirming that these cells on PEMs exhibit an ECs phenotype
(25). The expression of von Willebrand Factor (vWF) by EGM-2" stimulated WJ-MSCs was
finally evaluated. vWF is a high molecular weight glycoprotein, synthesized and secreted by
mature and functional vascular ECs and plays a crucial role in preventing platelet adhesion
and aggregation (45). Expressed in normal ECs, vVWF expression is significantly reduced in
damaged cells (46). EGM-2" stimulated WJ-MSCs seeded on (PAH-PSS), showed a highly
organized and marked expression of intracellular vWF protein whereas no expression was

detected on type I collagen (Fig. 4C).

In summary, we can conclude, from this investigation, that build up of multilayer from PAH
and PSS ending by PSS leads to distinct effect on differentiation of mesenchymal stem cells.
While differentiation of BM-MSCs into ECs lineage is incomplete, an-up regulation of all the
studied endothelial markers from WJ-MSCs was obtained. Overall, it can be stated that
differentiation of WJ-MSCs can be modulated by the PAH/PSS multilayers in synergistic
action with culture medium (EGM-2"). Our findings support the development of angiogenic
lineage differentiation from allogenic Wharton’s jelly mesenchymal stem cells. ECs-like
could be beneficial in the treatment of cardio-vascular-related diseases and in the engineering
of complex tissues, where vascularization of the tissue is an essential feature for the

successful engraftment.
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Figure Legends:

Figure. 1. Cell morphology. Unstimulated (a, c, ¢ and g) and EGM-2" stimulated (b, d, f, h)
Wharton’s jelly (a-d) and bone marrow (e-h) mesenchymal stem cells morphology was
investigated by inverted optical microscopy (Leica light microscope). Type I collagen (a, b, e,
f) and (PAH-PSS), (c, d, g, h) were used as culture substrate. White arrows were used to mark
broadened flat (fibroblastic) cells whereas white arrowheads were used to mark non
overlapping (polygonal) cells. (X 20 magnification, scale bar = 50 pm). Only EGM-2®

stimulated WJ-MSCs showed a slight morphological evolution from fibroblastic to polygonal.

Figure. 2. mRNA expression of endothelial cell markers. VEGF-R2 (A), CD31 (B) and VE-
cadherin (D) mRNA expression in WJ-MSCs and BM- cultivated on (PAH-PSS)4 and type |
collagen substrates were determined by RT-qPCR. Mature endothelial cells extracted from
vein umbilical cord (HUVECs) were used as positive control. Results were normalized using
the housekeeping gene ribosomal protein S29 and compared to HUVECs. (* W] versus BM-
MSCs on type I collagen, # WJ versus BM-MSCs on (PAH-PSS)4 $ Type I collagen versus
(PAH-PSS); for WJ-MSCs and £ Type I collagen versus (PAH-PSS); for BM-MSCs.

(p<0.001)).

Figure. 3. Protein expression of endothelial cell markers. VEGF-R2 (A), CD31 (B) and VE-
cadherin (C) expression by WJ-MSCs and BM- cultivated on (PAH-PSS), and type I collagen
substrates were determined by Western blot. Mature endothelial cells extracted from vein
umbilical cord (HUVECs) were used as positive control. Protein expression was normalized
to GAPDH protein reference then compared to HUVECs. (# WJ versus BM-MSCs on (PAH-
PSS), and $ type I collagen versus (PAH-PSS), for WJ-MSCs. p<0.001 and p<0.01). NDB

corresponds to not detected band.
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Figure. 4. Endothelial-like cell functionality. Assessment of nitric oxide content in
supernatant of EGM-2" stimulated WJ-MSCs on (PAH-PSS), and type I collagen substrate
(A). Nitrite concentration was determined using Griess method. Mature endothelial cells
extracted from vein umbilical cord (HUVECs) were used as positive control. Acetylated low-
density lipoprotein (Dil-Ac-LDL) uptake by unstimulated (Bl and B3) and EGM-2®
stimulated (B2 and B4) WJ-MSCs on (PAH-PSS), (B1 and B2) and type I collagen (B3 and
B4) substrates. HUVECs were used as positive control (B5). Nuclei counter-staining with
DAPI appeared in blue whereas uptake Dil-Ac-LDL appeared in red. (X 40 oil objective,
scale bar = 50 pm). Von Willebrand factor (vWF) expression by unstimulated (C1 and C3)
and EGM-2" stimulated (C2 and C4) WJ-MSCs on (PAH-PSS); (C1 and C2) and type I
collagen (C3 and C4) substrates. Nuclei counter-staining with DAPT appeared in blue whereas

vWF expression appeared in green (X 63 oil objective, scale bar = 5 um).
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Figure 2:
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Figure 3:
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Figure 4:
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3. Conclusion

Dans cette étude, nous avons évalué 1’effet de la combinaison de facteurs de croissance
angiogéniques avec des films multicouches de polyélectrolytes, sur la différenciation
endothéliale de CSMs humaines. Pour ce faire, des CSM-GWs et CSM-MOs ont été cultivées
sur des films (PAH-PSS); dans un milieu de différenciation endothélial. Le phénotype
endothélial a ¢été évalué par microscopie optique (observation du changement de
morphologie), par qRT-PCR (mesure de I’expression des geénes endothéliaux : CD31, VEGF-
R2 et VE-cadhérine) et par Western blot (de 1’expression de protéines endothéliales : CD31,
VEGF-R2 et VE-cadhérine). En effet, I’ensemble de ces protéines joue un role important dans

le développement de 1’endothélium durant le processus d’angiogenése.

Apres 15 jours de culture, nous avons constaté une légere évolution de la morphologie
des CSM-GWs stimulées en passant d’une morphologie fibroblastique a une morphologie
polygonale. Les CSM-MOs, quant a elles, ont conservé une morphologie fibroblastique
caractéristique des CSMs, et ce quelque soit la surface de culture utilisée. Les analyses en
qRT-PCR et Western blot ont également confirmé une différenciation endothéliale plus
affirmée des CSM-GWs comparées aux CSM-MOs, sans influence de la surface de culture.
En ce qui concerne les CSM-GWs, comparé au contrdle (collagene de type I), le fait de
combiner les facteurs de croissance angiogéniques au film (PAH-PSS),, permet d’augmenter
fortement et significativement I’expression des ARNm et des protéines précoces (CD31 et
VEGF-R2) et tardives (VE-cadhérine) par les CSM-GWs. Au contraire, les CSM-MOs ont
montré une faible expression génique et une absence d’expression protéique endothéliale et

ce, quel que soit le support de culture.

Les résultats obtenus apres stimulation des CSM-GWs, en comparaison avec les CSM-
MOs, ont démontré leur engagement vers un phénotype endothélial. Cependant, une
différenciation réussie doit étre confirmée par la fonctionnalité des cellules endothéliales. En
considerant les résultats négatifs obtenus avec les CSM-MOs, seule la fonctionnalité des
CSM-GWs a été étudiée. Parmi ces fonctions, nous avons évalué :

- la capacité des CSM-GWs stimulées a générer du NO. Considéré comme un puissant

vasodilatateur en agissant sur les CMLs, NO a également un rdle inhibiteur de

I’agrégation plaquettaire, de la prolifération des cellules musculaires lisses et de
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I’adhésion leucocytaire faisant de lui un acteur puissant antithrombotique et un
facteur anti-athérogénique.
- la capacité de ces cellules a incorporer les Ac-LDLs, un marqueur spécifique des CEs
et macrophages.
Nous avons montré dans ce travail que, quelque soit la surface de culture, les CSM-GWs ont

été capables de générer du NO et d’incorporer les Ac-LDLs.

Finalement, ’expression du facteur de von Willebrand (VWF) par les CSM-GWs
stimulées a été évaluée. Le VWF est synthétisé et sécrété par les CEs fonctionnelles et matures
et joue un role crucial dans la prévention de I’adhésion plaquettaire. Aprés 15 jours de culture,
seules les CSM-GWs stimulées et cultivées sur (PAH-PSS); ont montré une expression
hautement organisée du vWF intracellulaire alors qu’aucune expression n’a été détectée sur le

collagene.

Les résultats obtenus semblent donc montrer que la combinaison des films multicouches
de polyélectrolytes se terminant par une charge négative et des facteurs de croissance
angiogéniques peut accélérer la différenciation endothéliale des CSMs humaines en cellules
endothéliales. En respectant notre protocole de différenciation, seules les CSM-GWs
stimulées semblent s’orienter vers des cellules endothéliales-/ike fonctionnelles. Ces cellules
issues de la GW, dans nos conditions de culture, seraient donc le choix le plus judicieux, par
rapport a celles issues de la MO, d’une source allogénique de cellules utilisables dans le

domaine de I’ingénierie vasculaire.
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Le recours a des cellules vasculaires matures limite 1’application de 1’ingénierie vasculaire.
Les cellules progénitrices endothéliales (EPCs) ont la capacité de se différencier en CEs
matures (196). Cependant, ces cellules se trouvent en trés faible quantité et tendent a perdre
leur potentiel aprés une longue période de culture (200). Avec leur capacité d’auto-
renouvellement et leur pluripotence, les cellules souches embryonnaires humaines fournissent
une source de CEs alternative pour 1’ingénierie tissulaire vasculaire (193). Cependant, la
possibilité d’un déréglement concernant I’immunocompatibilité et la formation d’un tératome
suivant la transplantation de ces cellules ont été rapportées (201). De plus, elles sont sujettes a
beaucoup de controverses car leur extraction, se faisant a partir d’embryons et donc a partir
d’étres humains potentiels, souléve des dilemmes éthiques et religieux. La mise au point des
cellules souches humaines pluripotentes induites (iPS) (202) a permis le développement d’une
source potentielle et inépuisable de cellules vasculaires; elle sont faciles a produire, ne posent
pas de problémes immunologiques et ne soulévent aucune question d’éthique (203).
Cependant, I'utilisation de rétrovirus pour la génération de ces cellules, peut engendrer des
risques de mutagenese incontrolée, représentant un réel probléme si des applications en
médecine régénératrice sont envisagées. Trés récemment, une équipe a réussi a obtenir des
iPS sans le recours a une transfection par un rétrovirus (204). Néanmoins, les avantages
incontestables de cette méthode non-intégrative sont limités par une faible efficacité, un cotit
¢levé et une difficulté de mise en place. La nécessité de trouver une source non traumatisante
de CEs capables de proliférer rapidement nous a conduit a nous intéresser aux cellules

souches mésenchymateuses (CSMs).

Il existe plusieurs sources succeptibles de fournir des CSMs, en particulier, celles issues du
tissus adipeux, de la pulpe genivale, du placenta, du sang du cordon ombilical, du liquide
amniotique... En ce qui nous concerne, a I’instar de plusieurs équipes, nous avons tenté
d’induire la différenciation endothéliale des CSMs issues de la GW et de la MO. Dans le but
d’améliorer le rendement et d’accélérer cette différenciation, des recouvrements par des
constituants de la matrice extracellulaire (collagéne, fibronectine...) sont nécessaires.
Cependant, ces protocoles sont longs a réaliser, ne sont pas aisés et aboutissent a des résultats
peu satisfaisants (208, 209). De plus, les cellules résultantes n’expriment pas tous les
marqueurs endothéliaux essentiels (VWF, VEGF-R2...) et ne sont pas ou peu fonctionnelles
(210, 211). Dans ce travail, nous avons réalisé pour la premicre fois, la différenciation des
CSM-GWs et CSM-MOs en combinant les films multicouches de polyélectrolytes et les

facteurs de croissance angiogéniques. Nos résultats font ressortir une meilleure prolifération
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cellulaire sur les films tout en favorisant la différenciation endothéliale des CSM-GWs en CE-
like fonctionnelles en seulement 15 jours. En effet, le recouvrement de la surface de culture
par le film (PAH-PSS), semble étre trés « apprécié » par les CSM-GWs car leur encrage, leur
adhésion ainsi leur différenciation en CE-like en est facilité. Cette hypothése repose sur des
¢tudes récentes évaluant D’effet des propriétés des surfaces de cultures (mécaniques,
physiques, chimiques...) sur le comportement et la différenciation des CSMs (212, 213). Ce
facteur, le support de culture, ne doit pas étre le seul critére a étre considéré lors de la
différenciation cellulaire. Nous avons également montré que I’environnement cellulaire, la

densité et le pourcentage de SVF jouent un réle majeur au cours de ce processus.

Dans le contexte de 1’ingénierie vasculaire, la possibilité de produire un greffon cellularisé
devient une évidence. Et la premicre étape est d’endothélialiser la surface luminale avec des
cellules d’acceés facile. D’ou l’intérét d’avoir recours a des CSMs issues de la gelée de
Wharton. Les résultats de la différenciation de ces cellules en cellules «endothéliale-/ike» sont
trés encourageants. En effet, la possibilité de disposer de telles cellules provenant de cellules
souches, donc faiblement immunogenes, ouvre la voie a de nouvelles applications. De plus,
ces cellules proviennent d’un déchet biologique, elles sont faciles a isoler, elles ont une
meilleure capacité de prolifération et de différenciation qui les distinguent d’autres types de
cellules feetales telles que les CSMs du placenta (211).

Ce travail ouvre de trés larges perspectives dans le domaine de 1’ingénierie tissulaire
vasculaire. A la lumiére de nos résultats, il parait judicieux d’évaluer les propriétés
immunologiques des cellules apres différenciation, qui est un facteur clé pour toutes
applications cliniques. Par la suite, on pourrait appliquer directement ce protocole de
différenciation autant sur des substituts synthétiques (ePTFE...) que naturels (arteres
ombilicales désendothélialisées...) traités par le film PAH/PSS dans le but de les implanter
directement chez le petit animal (lapin), dans un premier temps et d’envisager ensuite des
essais de substitution d’une coronnaire chez le porc. Ces étapes devraient mettre en lumicre la
résistance et la perméabilité d’une telle construction vis-a-vis du flux sanguin. Une premiere
application clinique pourrait s’organiser autour d’un shunt vasculaire pour I’hémodialyse, au
travers d’une demande de PHRC. Il serait également judicieux de fonctionnaliser les films
multicouches par des réservoirs contenant des facteurs de croissance. La libération de ces
facteurs directement a ces cellules favoriserait la différenciation des CSMs implantées et

éventuellement le recrutement d’autres cellules vasculaires in vivo.
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Annexes

La cytométrie en flux permet de caractériser le phénotype d’un ensemble de cellules marquées
par Immunocytochimie. Elle permet d’évaluer statistiquement la proportion de cellules qui,
dans une méme population, expriment une protéine. Les cellules en suspension passent une a
une devant un ou plusieurs faisceau(x) laser et des détecteurs captent des signaux €mis par

chaque cellule tels que :

* La lumicre diffusée aux petits angles (Forward Scatter, FSC) qui renseigne sur la taille des
particules ;
* La lumiere diffusée a 90 degrés (Side Scatter-SSC) qui renseigne sur la forme, la structure

interne et la granularité des particules.
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Principe de la cytométrie en flux : Les cellules passent une par une devant un laser. Les
signaux récoltés dans un angle de 90° par rapport a la source du laser (SSC), sont ensuite
filtrés, puis récoltés par les photomultiplicateurs (PMT), et numérisés par un ordinateur.
Ainsi des valeurs semi quantitatives de fluorescence, de granulométrie seront analysées par

traitement informatique. Quant aux signaux récoltés par le détecteur de diffraction (FSC), ils
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permettent de donner des informations sur la taille des cellules. (Source : Plateforme

Imagerie et Biologie Cellulaire CNRS-IMAGIF, Gif-sur-Yvette, France)

Le laser peut exciter le fluorochrome qui va émettre de 1’énergie a une longueur d’onde
supérieure a celle du laser et la fluorescence va étre captée par ’appareil. Ainsi, les données
de ces parametres 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 parametres et permet de savoir pour une population
donnée le pourcentage de cellules positives a un immunomarquage. Les signaux de
fluorescence sont :

* ]a fluorescence émise par la cellule elle-méme (autofluorescence) ;

* ]a fluorescence émise par un anticorps couplé a un fluorochrome et qui se lie spécifiquement
a la cellule.

Les données ainsi recueillies se présentent sous forme de graphiques ou d’histogrammes
auxquels s’ajoutent des statistiques concernant les populations cellulaires et les parametres
étudiés (%, coefficient de variation (CV), intensité de fluorescence, etc.). Le principal
avantage de la cytométrie en flux est la vitesse d’acquisition des données pour un trés grand
nombre de cellules, permettant I’analyse de sous-populations cellulaires complexes et/ou rares
et de les trier pour ensuite les mettre en culture ou encore les analyser avec des outils de
biologie moléculaire. Cette technique a permis d’identifier les protéines membranaires
appelées clusters de différenciation (CD), dont la présence ou I’absence permet de déterminer

le phénotype des cellules en prolifération ou en différenciation.
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Résumé

L’incidence des maladies cardiovasculaires d’origine athéromateuse constitue un probléme
majeur en santé¢ publique et malgré le développement de techniques curatives endovasculaires, la
chirurgie demeure nécessaire chez de nombreux patients. La faible disponibilité des vaisseaux
naturels, autologues ou non, et les limites mécaniques et biologiques des substituts artificiels pour le
remplacement des vaisseaux de petit calibre, imposent le recours a une nouvelle science : I’ingénierie
vasculaire. Ce concept a émergé et évolué depuis quelques années. Il pourrait permettre de proposer de
nouveaux types de substituts vasculaires synthétiques et/ou biologiques, en particulier grace a
I’utilisation de cellules souches, ouvrant d’intéressantes perspectives dans le domaine de 1’ingénierie
vasculaire. Le but de ce travail a ét¢ d’obtenir de manicre fiable et reproductible des cellules a
phénotype endothélial mature a partir de cellules souches mésenchymateuses (CSMs) issus de la gelée
de Wharton (GW) du cordon ombilical et de la moelle osseuse (MO). Cependant, la différenciation de
ces cellules nécessite une fonctionnalisation de la surface de culture, et notre groupe a démontré
I’avantage des films multicouches de polyélectrolytes, constitués de PAH (hydrochlorure de
poly(allylamine)) et de PSS (poly(styréne sulfonate)), sur 1’adhésion, la prolifération et la
différenciation cellulaire. Les cellules ont été cultivées sur films (PAH-PSS), ou sur collageéne de type
I (témoin), en présence de facteurs de croissance angiogéniques. La différenciation en cellules
endothéliales (CEs) a été suivie par I'expression des marqueurs endothéliaux (PCR et western blot), et
la fonctionnalité par leur capacité a incorporer les lipoprotéines acétylées (Ac-LDLs) ainsi que la
capacité a produire du monoxyde d’azote et a exprimé le facteur von Willebrand (vWF). Aprés 14
jours de stimulation, seules les CSM-GWs étaient différenciées en CEs fonctionnelles démontrant
I’intérét de combiner [’utilisation des CSM-GWs et des films (PAH-PSS); dans le domaine de
I’ingénierie vasculaire.

Mots clés : Cellules mésenchymateuses humaines, différenciation cellulaire, films multicouches de
polyélectrolytes, cellules endothéliales, ingénierie vasculaire.

Abstract

The incidence of cardiovascular disease remains a major public health problem. Despite the
development of endovascular therapies, surgical treatment is necessary for many patients. The low
availability of natural vessels, autologous or not, and the mechanical and biological limits of artificial
substitutes, led to the use of a new domain: vascular engineering. In recent years, the concept has
emerged and evolved. He could afford to offer new types of synthetic vascular substitutes and / or
biological, in particular through the use of stem cells, offering interesting perspectives in the field of
vascular engineering. The purpose of this study was to obtain a reliable and reproducible protocol to
generate functional endothelial cells (ECs) from mesenchymal stem cells (MSCs) derived from the
umbilical cord Wharton’s jelly (WJ) and bone marrow (BM). Nevertheless, their differentiation into
vascular cells needs a culture surface functionalization; our group demonstrated the potential use of
polyelectrolyte multilayer made of poly(allylamine hydrochloride): PAH, and poly(styrene sulfonate):
PSS, in promoting cells adhesion, proliferation and differentiation. Cells were cultured on (PAH-PSS),
films or collagen type I (used as control), in the presence of angiogenic growth factors. Cells
differentiation into EC was followed through the expression of endothelial markers (PCR and western
blot); cell functionality was checked through their ability to incorporate acetylated LDL (Low Density
Lipoprotein), to produce NO (Nitric oxide) and to express the von Willebrand factor (VWF). After 14
days of stimulation, only WJ-MSCs were able to generate functional ECs demonstrating the potential
of combining WJ-MSCs and (PAH-PSS), films in vascular tissue engineering field.

Key words: Mesenchymal stem cells, cell differentiation, polyelectrolytes multilayer films, endothelial
cells, vascular engineering.
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