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Etat de l’art 

 

I- Introduction et généralités sur les cellules souches  

 Les cellules souches (CS) se retrouvent naturellement dans le corps humain. Elles 

constituent un réservoir permettant le développement, la réparation et l’auto-renouvèlement des 

tissus. Ces CS sont non spécialisées, ce qui signifie qu’elles sont considérées comme 

indifférenciées. Elles se retrouvent au niveau embryonnaire mais aussi dans des tissus adultes. 

Elles sont très largement étudiées et ce, depuis de nombreuses années dans le but de les utiliser 

en médecine régénérative. En effet, les CS sont aujourd’hui utilisées pour restaurer des tissus, 

des organes ou encore des systèmes. Ce qui en fait un outil thérapeutique très intéressant en 

ingénierie tissulaire en tant que « bio-substituts », mais aussi en thérapie cellulaire en injection 

systémique ou localisée (Zakrzewski et al. 2019 ; Labusca, Herea, and Mashayekhi 2018).  

Il est possible de classer les CS en fonction de leur potentiel de différenciation mais aussi en 

fonction de leur origine (tableau 1). 

Tableau 1 Classification des cellules souches en fonction de leur potentiel de différenciation (totipotence, 

pluripotence, multipotence et unipotence) et de leur origine (embryonnaire, fœtales ou adultes) (Adapté de 

Kolios and Moodley 2013). 

Potentiel de différenciation Origine 

Totipotente  

Pluripotente Cellules souches embryonnaires 

Multipotente 

Cellules souches fœtales 

Cellules souches adultes 

Unipotente  

 

1. Classification des cellules souches en fonction de leur degré de potence  

 Les CS ont une capacité à se différencier qui se nomme la potence, ou encore plasticité 

cellulaire. Celle-ci va d’un potentiel de différenciation le plus élevé pouvant donner tous types 
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cellulaires (totipotence) (figure 1) jusqu’à un stade où les cellules ne peuvent donner plus qu’un 

seul type cellulaire (unipotence). 

 Dans cette partie, la classification se décline par la totipotence cellulaire, la pluripotence, 

puis la multipotence, pour finir avec l’unipotence cellulaire (figure 1). 

 

 
 

Figure 1 Degré de potence des cellules souches en fonction du développement embryonnaire (embryon d’une 

cellule) jusqu’au stade adulte en passant par le stade de nouveau-né. 

 
a. Totipotence 

 Les cellules souches dites totipotentes sont capables de se différencier dans toutes les 

lignées cellulaires et peuvent donc reformer toutes les cellules de l’organisme. Cette totipotence 

permet aux cellules souches de former les cellules des trois feuillets embryonnaires : 

l’ectoderme à l’origine du système nerveux et de l’épiderme, l’endoderme à l’origine de 

l’appareil digestif et respiratoire et le mésoderme qui sera à l’origine de tous les autres organes ; 

mais aussi les annexes embryonnaires (vésicule ombilicale, amnios, chorion et allantoïde) et 

ainsi de créer un individu entier (première ligne de la figure 2 : cellule totipotente). Ce degré de 

potence se retrouve uniquement après la fécondation au stade zygote unicellulaire et dans les 

cellules qui découlent des toutes premières divisions. Au cours des divisions cellulaires 

suivantes, cette plasticité va diminuer pour atteindre la pluripotence. 

b. Pluripotence 

 Au stade blastocyste du 5ème au 7ème jour, les cellules atteignent le degré suivant de 

potence cellulaire : la pluripotence. Ces cellules pluripotentes sont capables de former toutes 

les lignées cellulaires issues des trois feuillets embryonnaires soit plus de 200 types cellulaires 

mais ne peuvent pas former les annexes embryonnaires (figure 2).  
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c. Multipotence 

 Les cellules multipotentes sont des cellules qui ont une différenciation beaucoup plus 

restreinte que les cellules pluripotentes. Déjà engagées dans une certaine direction, elles 

peuvent généralement former toutes les cellules issues d’un même feuillet embryonnaire. Elles 

sont retrouvées au stade fœtal mais aussi à l’âge adulte pour régénérer les pools cellulaires. Les 

cellules souches hématopoïétiques (CSH) (figure 2) en sont un exemple et sont capables de 

générer 8 effecteurs matures dont les plaquettes, les érythrocytes, les granulocytes, les 

macrophages, les cellules dendritiques, les lymphocytes T et B ou encore les cellules Natural 

Killer (NK) (Adams and Scadden 2006; Seita and Weissman 2010). 

 Cette catégorie de cellules peut aussi être représentée par les cellules souches/stromales 

mésenchymateuses (CSM) (figure 2), que nous détaillerons plus loin dans ce manuscrit. 

d. Unipotence 

 La dernière étape de spécialisation est représentée par les cellules unipotentes, qui sont 

retrouvées chez l’adulte. Elles ne peuvent se différencier qu’en un seul type cellulaire mais ont 

la capacité de s’auto-renouveler (dernière ligne de la figure 2). Ici, nous pouvons prendre pour 

exemple, les cellules de l’épiderme, les kératinocytes, qui se renouvèlent perpétuellement. 

 

 

Figure 2 Degré de potence des cellules souches (totipotence, pluripotence, multipotence et unipotence) 

représenté par leur origine cellulaire (Magalon et al. 2018). 
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2. Classification des cellules souches en fonction de leurs origines 

 

 Après les niveaux de potences et de différenciation cellulaire, une autre classification peut 

être retrouvée, en fonction de l’origine des cellules souches. 

 Les différentes cellules souches répertoriées ici sont étudiées à des fins d’utilisations en 

clinique, il est possible de distinguer, les cellules souches embryonnaires, les cellules souches 

fœtales ainsi que les cellules souches somatiques adultes. 

a. Cellules souches embryonnaires 

 Les cellules souches embryonnaires (CSE) sont issues de l’embryon précoce, elles sont 

capables de proliférer in vitro indéfiniment tout en gardant leur pluripotence et donc leur état 

indifférencié. Elles sont donc considérées comme immortelles, tout en conservant un caryotype 

normal. Cette pluripotence est observée in vitro par la présence de marqueurs tels que Stage-

specific embryonic antigen 3 (SSEA-3), SSEA-4, Tra-1-60, Tra-1-8 ainsi que le facteur de 

transcription Octamer-binding transcription factor 4 (Oct-4) (Pera, Reubinoff, and Trounson 

2000). Ces CSE font de très bonnes candidates pour la médecine régénérative puisqu’elles sont 

capables de se différencier en tout types cellulaires.  

 Etant donné que les CSE sont obtenues via des embryons fécondés in vitro, des tissus 

d'embryons fécondés in vitro ou encore grâce à des tissus de fœtus avortés, ces cellules font 

l’objet de controverses au niveau éthique (Elstner et al. 2009; Reppel et al. 2012). 

Cependant, la dernière loi de bioéthique du 2 août 2021 relate l’allègement de la procédure des 

demandes d’autorisation de recherche sur les embryons et les cellules souches embryonnaires.  

La durée limite de culture in vitro d’embryons humains est fixée à 14 jours (LOI N° 2021-1017 

Du 2 Août 2021 Relative à La Bioéthique (1) 2021). 

b. Cellules souches fœtales 

 Les cellules souches fœtales (CSF) sont considérées comme multipotentes et ont un 

potentiel de différenciation plus élevé que les cellules souches adultes. Elles sont une source 

intéressante car elles semblent moins immunogènes, avec une meilleure capacité de prise de 

greffe et de migration cellulaire (Götherström et al. 2004). Ces dernières peuvent être retrouvées 

chez le fœtus, dans son sang, sa moelle osseuse ou d’autres de ses organes, le plus souvent elles 

sont issues du foie, du poumon, des reins, du pancréas ou encore du cerveau. Ces CSF 

regroupent différents types de cellules souches en fonction de leur localisation : les cellules 
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souches fœtales hématopoïétiques, mésenchymateuses, endothéliales, épithéliales et enfin les 

cellules souches fœtales neurales.  

A la différence des CSE, les CSF posent moins de problèmes éthiques. En effet, les CSF peuvent 

être obtenues à partir de fœtus avortés mais aussi de tissus fœtaux incluant le cordon ombilical 

ou le placenta (O’Donoghue and Fisk 2004; Reppel et al. 2012). 

c. Cellules souches adultes 

 Pour finir, le dernier type de CS identifié sont les cellules souches adultes (CSA). Ces 

cellules sont identifiées dans les tissus ou organes adultes et sont retrouvées en faible quantité 

dans le but de régénérer et conserver un pool de cellules multipotentes. Ces cellules sont 

quiescentes au sein de leur niche et ont une division asymétrique. En cas de dommages 

cellulaires, ces CSA sont cruciales pour renouveler le tissu lésé (Clevers 2015). Certaines CSA 

ont des capacités de renouvellement rapide comme l’épiderme ou les cellules sanguines tandis 

que d’autres ont un renouvellement plus lent voire absent comme certaines cellules du foie ou 

du cerveau (Coulombel 2003). 

 Plusieurs types de CS adultes peuvent être citées et les CS issues de la moelle osseuse en 

sont un exemple. Elles ont été largement étudiées et regroupent les cellules souches 

hématopoïétiques et les cellules souches mésenchymateuses (Poulsom et al. 2002).  

 Dans cette partie, les cellules souches pluripotentes induites sont retrouvées (iPSC) 

(figure 2), qui sont, quant à elles, des cellules non naturelles, fabriquées par reprogrammation 

de cellules adultes unipotentes en cellules pluripotentes induites. Celles-ci sont reprogrammées 

via 4 facteurs de transcription : Oct 4, SRY-box 2 (Sox2), Krüppel-like factor 4 (Klf4) et c-Myc 

incorporés initialement dans un vecteur viral (Takahashi and Yamanaka 2006 ; Germain 2009).  

Ces cellules ont récemment été ajoutées à la loi de bioéthique de 2021. Elles ont aujourd’hui 

un encadrement législatif et leur utilisation fait l’objet d’une déclaration préalable à l’agence 

de biomédecine (LOI N° 2021-1017 Du 2 Août 2021 Relative à La Bioéthique (1) 2021). 
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3. Définitions et sources des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses   

a. Quelles définitions de l’acronyme « CSM » ? 

 Identifiées pour la première fois en 1976 dans la moelle osseuse (MO) adulte, par 

Friedenstein et son équipe, et nommées ainsi par Caplan. Ces cellules ont tout d’abord été 

décrites pour leur capacité à régénérer les tissus mésenchymateux comme l’os, le cartilage, le 

muscle, le ligament, le tendon, le tissu adipeux ou encore le stroma (Friedenstein, Gorskaja, 

and Kulagina 1976; Caplan 1991; M. F. Pittenger 1999). 

 Depuis leur découverte, ces cellules ont ensuite été retrouvées dans de multiples tissus 

comme le tissu adipeux (Zuk et al. 2002), la peau (Toma et al. 2001), le sang périphérique, le 

sang de cordon ombilical, le cordon ombilical, la membrane du cordon ombilical, la veine du 

cordon ombilical, la gelée de Wharton (GW) (H.-S. Wang et al. 2004), le placenta, la caduque 

basale, le ligament jaune, le liquide amniotique, la membrane amniotique,  la pulpe dentaire, 

les villosités chorioniques du placenta humain, le sang menstruel, le lait maternel ou encore 

dans l'urine (figure 3) (Van Pham 2016). Bien que portant l’acronyme « CSM », ces cellules 

diffèrent vis-à-vis de leur plasticité, leur potentiel de différenciation voire de leur phénotype 

avec une variabilité dans l’expression de leurs marqueurs de surface. 

Dès 2017, plusieurs auteurs dont Caplan rapportent la nécessité de clarifier l’acronyme 

CSM, remettant en question la notion de cellule souche pour les cellules issues de certaines 

sources. Ainsi Caplan propose de définir l’acronyme « CSM » par « Cellules de Signalisation 

Médicinales ». Selon lui, les cellules injectées aux patients ne peuvent pas être considérées 

comme des cellules « souches » car elles ne sont pas multipotentes in vivo mais plutôt capables 

de sécréter des facteurs trophiques et immunomodulateurs qui permettront de régénérer le tissu 

lésé (Caplan 2017). 
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Figure 3 Sources multiples de cellules souches/stromales mésenchymateuses (Adapté de Van Pham 2016). 

 

 

En 2019, la Société International de Thérapie Cellulaire (ISCT) clarifie l’acronyme 

CSM et distingue les cellules souches des cellules stromales. En définitif, l’utilisation du mot 

« stromal » englobe toutes les sous-populations retrouvées dans le tissu dont sont issues les 

cellules comme les fibroblastes ou myofibroblastes, alors que le terme « souche » définit une 

population homogène de cellules. Ainsi, l’ISCT préconise l’utilisation du terme « cellules 

stromales mésenchymateuses » pour une utilisation en clinique car l’hétérogénéité de la fraction 

cellulaire stromale favoriserait leur utilisation en thérapie cellulaire. En effet ce terme reflèterait 

leur avantage fonctionnel vis-à-vis de progéniteurs spécifiques de tissus et des cellules 

immunitaires, contrairement à d’autres indications où le caractère « souches » et leur capacité 

de différenciation sont primordiales et requièrent une population homogène de CSM 

(Viswanathan et al. 2019). 

Tout au long de ce manuscrit, nous utiliserons le terme « cellules souches/stromales 

mésenchymateuses » dû au fait que cette dénomination décrive des CSM homogènes mais aussi 

regroupant différentes sous-populations. 
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b. Les sources de référence en CSM 

 Face à ces multiples phénotypes de CSM, il est indispensable d’avoir une source de 

référence permettant de définir comment se comporte les cellules étudiées vis-à-vis des cellules 

issues de cette source de référence. En recherche fondamentale et clinique, la source de 

référence est la moelle osseuse. Ainsi cette source est considérée comme le gold standard pour 

la recherche sur les CSM. Ces CSM-MO sont généralement extraites sous anesthésie générale 

par prélèvement de moelle osseuse des crêtes iliaques et sont issues de dons. La collecte de la 

fraction cellulaire contenant les CSM se fait soit après centrifugation en gradient de densité, 

soit après ensemencement tel quel puis élimination des cellules non adhérentes par changement 

de milieu. La fraction de CSM recueillie représente alors 0,001% à 0,01% des cellules 

mononuclées médullaires (M. F. Pittenger 1999). Cette procédure est invasive et douloureuse 

et la fraction collectée reste faible. De plus, il apparaît que la prolifération et le potentiel de 

différenciation des CSM-MO diminuent avec l’augmentation de l’âge du donneur (Charif et al. 

2017). 

 Aujourd’hui, les sources néonatales de CSM apparaissent plus favorables pour la 

médecine régénérative. Les CSM issues de la gelée de Wharton sont de plus en plus étudiées 

depuis les années 2010 dans ce domaine. Ces cellules sont issues du cordon ombilical, d’une 

taille moyenne d’environ 60cm et d’une épaisseur d’environ 1,5cm, le cordon ombilical reliant 

la mère et l’enfant est composé de 2 artères enroulées autour d’une veine ainsi que d’une matrice 

permettant sa cohésion (figure 4). Sa collecte se fait après l’accouchement, avant la délivrance 

du placenta et avec le consentement de la mère. Les CSM dérivées de la gelée de Wharton se 

situent dans la matrice du cordon ombilical, notée GW sur la coupe histologique de cordon 

ombilical (figure 4). 

Pour le prélèvement des CSM-GW, celui-ci s’effectue soit par la méthode des explants en 

morcelant le cordon ombilical et en disposant les morceaux dans une boîte de culture afin de 

laisser migrer et adhérer les CSM ou bien par méthode enzymatique, en utilisant la collagénase 

afin d’isoler les cellules de la matrice extracellulaire. Ainsi, il est possible d’extraire 104 à 106 

cellules par cm de cordon ombilical. 
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Figure 4 Schéma et coupe histologique de cordon ombilical. Le cordon ombilical est constitué de deux artères 

enroulées autour d’une veine, le tout composé d’une matrice appelée gelée de Wharton qui permet son maintien. 

A : Artère ; V : Veine ; GW : Gelée de Wharton (Adapté de J.LAUGIER ,  J-C.ROZÉ ,  U.SIMÉONI ,  

E.SALIBA 2006; Ziaei et al. 2017). 

  

 De nombreux chercheurs ont depuis 20 ans, comparé les différentes sources de CSM afin 

d’optimiser leur utilisation. Sur le plan de l’extraction cellulaire, les CSM-GW sont plus 

facilement isolées, sans douleur ni complication comparée aux CSM-MO, de plus le nombre 

recueilli semble bien supérieur. Au niveau de leur expansion ex vivo, les CSM-GW montrent 

une prolifération cellulaire accrue comparées à leurs homologues adultes, les CSM-MO (avec 

un doublement de population de 2,38±0,4 pour les CSM-MO et 4,58±0,19) (Laroye, Gauthier, 

et al. 2019) . Pour finir, les CSM-GW présentent une diminution de la sénescence cellulaire 

après culture prolongée in vitro comparées aux CSM-MO. 

Devant ces résultats, le gold standard tend à être permuté en faveur des CSM néonatales et plus 

spécifiquement des CSM-GW (Hass et al. 2011; Batsali et al. 2013; Laroye, Gauthier, et al. 

2019). 
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II- Physiologie des cellules souches/stromales mésenchymateuses 

endogènes 

1. Localisation des cellules souches/stromales dans la niche 

 Les CSM endogènes se retrouvent dans tous les organes et tissus, mais elles sont 

principalement dans la moelle osseuse. Elles se situent dans un environnement qui leur est 

favorable, ceci afin de leur permettre de conserver leurs caractéristiques « souches ». Cet 

environnement retrouvé dans la moelle osseuse, est appelé la niche hématopoïétique. Cette 

niche permet de réguler la survie, la quiescence, l’auto-renouvellement et la différenciation des 

CSH. Elle est composée d’une niche endostéale juxtaposée à l’os et d’une niche vasculaire 

(figure 5). La niche endostéale se compose d’ostéoblastes et d’ostéoclastes. Pour ce qui est de 

la niche vasculaire, celle-ci se compose principalement de cellules stromales comprenant des 

progéniteurs hématopoïétiques, des CSH, des cellules endothéliales, des CSM ainsi que des 

cellules réticulaires et adipocytaires. Les CSH de la niche maintiennent un dialogue permanent 

avec les cellules stromales présentes via des contacts directs mais aussi par des facteurs solubles 

(Lataillade et al. 2010). Les signaux produits par les cellules progénitrices permettent 

notamment, la survie et l’auto-renouvellement des CSM. Ces signaux régulent les CSM en leur 

fournissant aussi un support structurel, trophique, topographique et physiologiques. A l’inverse, 

la présence des CSM dans la niche hématopoïétique est indispensable pour induire la 

prolifération et le maintien des CSH dans un état indifférencié (Jones and Wagers 2008; Lane, 

Williams, and Watt 2014). 

 Les CSH au sein de cette niche se trouvent dans un environnement pauvre en oxygène 

(concentration d’oxygène comprise entre 2 et 9%), dénommé hypoxie. Cet environnement 

favorise le maintien de l’état indifférencié des différentes populations de cellules souches et de 

précurseurs. Il permettrait également de protéger les CSH du stress oxydant et limiter leur taux 

de prolifération. Comme les CSH, les CSM endogènes localisées dans cette niche pourraient 

bénéficier de ce faible taux d’oxygène afin d’entretenir leur caractère « souche ». Cet état 

d’hypoxie a également été retrouvé dans le tissu embryonnaire et dans la moelle osseuse où 

siègent les CSM (Mohyeldin, Garzón-Muvdi, and Quiñones-Hinojosa 2010). 
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Figure 5 Composition de la niche hématopoïétique au sein de la moelle osseuse. Cette niche est composée d’une 

niche endostéale ainsi que d’une niche vasculaire. Elle est principalement constituée de progéniteur 

hématopoïétique, de CSH, de cellules stromales (ostéoblastes, cellules endothéliales, CSM, cellule réticulaire et 

adipocytaire) ainsi que d’ostéoclastes (Morin-Poulard et al. 2014). 

 

2. Propriétés des cellules souches/stromales mésenchymateuses 

 Les cellules souches/stromales mésenchymateuses sont pourvues de propriétés d’auto-

renouvellement, de différentiation cellulaire, de migration, et possèdent des propriétés anti-

apoptotiques. Elles ont la possibilité de relarguer de nombreux facteurs trophiques et possèdent 

des propriétés anti-inflammatoires, anti-fibrotiques, angiogéniques ainsi que réparatrices 

(figure 6). Dans cette partie, chacune de ces propriétés seront détaillées. 
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Figure 6 Rôles et propriétés des cellules souches/stromales mésenchymateuses (Auto-renouvellement, 

différenciation, mécanisme de migration, anti-apoptose, relargage de facteurs trophiques, anti-inflammatoires et 

anti-fibrotiques, propriété d’angiogenèse et de réparation) (Adapté de Jeyaraman et al. 2021). 

 

a. Propriétés d’auto-renouvellement  

 Les cellules souches/stromales mésenchymateuses étudiées depuis les années 70 sont 

considérées comme multipotentes et sont dotées d’une capacité d’auto-renouvellement. Ces 

cellules ont pour aptitude au sein de la niche, à se diviser en deux cellules filles qui gardent les 

propriétés « souches » de la cellule mère, c’est ce qu’on appelle la division symétrique. En 

revanche, en dehors de la niche, la division asymétrique semble prévaloir, en donnant une 

cellule souche ainsi qu’une cellule progénitrice qui pourra produire des cellules spécialisées. 

 

b. Propriétés de différenciation cellulaire 

Les CSM endogènes possèdent des propriétés de différenciation cellulaire, ce processus 

est principalement mis en place pour régénérer des tissus mésenchymateux (dérivés du 

mésenchyme : tissu conjonctif embryonnaire qui donne le tissu conjonctif adulte, les cartilages, 

les os, les muscles) endommagés. Ainsi, ces cellules sont capables de se différencier en cellules 
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osseuses, cartilagineuses, musculaires, ligamenteuses, tendineuses, adipocytaires ainsi qu’en 

cellules stromales (figure 7) (M. F. Pittenger 1999). 

 

 

Figure 7 Potentiel multiple de différenciation in vivo des cellules souches/stromales mésenchymateuses. Les 

CSM sont capables de s’engager dans plusieurs voies de différenciation mésodermique afin de former des 

myoblastes squelettiques, des ostéoblastes, des chondroblastes ainsi que des adipocytes (Adapté de Coulombel 

2003). 

 

c. Propriétés de migration 
 

 Afin de régénérer un tissu ou organe lésé, les CSM sont susceptibles de migrer sur ce site. 

Ce processus appelé migration ou alternativement homing, n'est toujours pas bien compris 

aujourd'hui. Lorsqu’un tissu doit être réparé, les CSM sont capables de quitter leur niche dans 

la moelle osseuse et de rejoindre le site inflammatoire/endommagé. Comme illustre la figure 8, 

des études anatomo-pathologiques après injection de CSM ont mis en évidence 3 lieux de 

migration des CSM (flèches rouges dans la figure 8) : la moelle osseuse, des tissus et organes 

sains ainsi que des sites inflammatoires (Karp and Teo 2009). 
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Figure 8 Circuit de migration des cellules souches/stromales mésenchymateuses. Les CSM jouent plusieurs rôles 

en fonction de leur localisation (moelle osseuse, tissus et organes sains et sites inflammatoires). Les flèches 

rouges représentent le chemin des CSM avéré par des publications (Adapté de Karp and Teo 2009). 

 

 Les CSM sont alors capables de migrer grâce à un gradient de chimiokines et de facteurs 

de croissance (PDGF-AB, TGF-β1, TNF-α et le SDF-1α) sécrétées par les cellules de la lésion 

tissulaire, de l'inflammation ou par les CSM elles-mêmes (Marquez-Curtis and Janowska-

Wieczorek 2013). Ces mêmes chimiokines permettent le recrutement et l'activation du homing. 

Le mécanisme d’extravasation et de migration des CSM est comparé à la diapédèse des 

leucocytes, avec en premier lieu, un contact avec l’endothélium, la circulation, le roulement, 

l’adhésion à l’endothélium et pour finir, la diapédèse ou aussi appelée migration 

transendothéliale (Nitzsche et al. 2017). Ces similitudes et différences sont présentées ci-

dessous dans le tableau 2. 
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Tableau 2 Comparaison de l’extravasation des leucocytes et des CSM. Cellules souches/stromales 

mésenchymateuses CSM ; Métalloprotéases matricielles MMP ; Phosphoinositide 3-kinase PI3K ; Inhibiteurs 

tissulaires de la métalloprotéase matricielle TIMP (Adapté de Nitzsche et al. 2017). 

Paramètres Leucocyte CSM 

Intravasation Active 
Active (et passive lors de 

transplantation) 

Extravasation Active 
Active et passive 

Durée Environ 20 minutes 
60-120 minutes 

Routes Transcellulaire, paracellulaire 
Transcellulaire, 

paracellulaire (intégration) 

Roulement Obligatoire Possible mais pas obligatoire 

Adhésion ferme Obligatoire Obligatoire 

Crawling 
Formation d'invadosomes, 

protrusion, filo-et lamellipode ; 

migration latérale 

Formation de pseudo- et 

filopodes, blebbing de la 

membrane ; pas de migration 

latérale 

Traverser la barrière 

endothéliale 

Guidée par les cellules 

endothéliales, signalisation Rho 

dépendante, PI3K 

Coopération MSC-

endothélium, formation de 

coupes transmigratoires 

Traverser la membrane basale Interaction de plusieurs MMP et 

TIMP 

Interaction MMP-2/ TIMP-3, 

activateur de plasminogène 

de type urokinase 

 

 

 Les CSM vont pouvoir migrer grâce à un gradient de chimiokines (figure 9). Notamment 

grâce à la plus connue : le Stromal Cell-Derived factor 1 (SDF-1) également appelé CXCL12. 

Elles peuvent suivre cette chimiokine et la lier avec leurs récepteurs extra-cellulaires, le CXCR4 

et CXCR7 (ACKR3) à leur surface. Ces récepteurs possèdent sept domaines transmembranaires 

et représentent une sous-classe de récepteurs couplés aux protéines G (Pawig et al. 2015). Ils 

sont principalement connus pour se lier avec le SDF-1. Les travaux de Li et al ont également 

montré que la fixation de SDF-1 sur CXCR4 et CXCR7 agissait sur la prolifération, la migration 

et les activités paracrines des CSM dérivées du tissu adipeux. Quelques années plus tard 

l’équipe de Park et al, a révélé dans un système de micro-fluidique, que le gradient de SDF-1 

jouait un rôle dans la migration et que l’utilisation d’AMD3100, un antagoniste du CXCR4 

bloquait la migration (Q. Li et al. 2013; Park et al. 2017). 
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 Au cours de ce processus de migration, l'Aquaporine 1 (AQP1), un canal membranaire 

de transport de l'eau pourrait jouer un rôle. Il semble être exprimé dans les cellules et notamment 

dans les CSM de moelle osseuse d'ovins et de rats. Ce canal possède une fonction liée à la 

migration grâce aux mouvements de l'eau (Papadopoulos, Saadoun, and Verkman 2008; 

Fanbiao Meng et al. 2014; Pelagalli et al. 2018). En 2018, l’équipe de Pelagalli et al a observé 

une corrélation entre l’AQP1 et la migration. En effet, l’utilisation d’inhibiteur de l’AQP1 tel 

que le tétraéthylammonium (TEA) a empêché la migration des CSM. Ainsi, ce canal pourrait 

influencer la migration conjointement avec les molécules mentionnées ci-dessus. 

 Après leur migration, les CSM arrivent au niveau des cellules endothéliales. Elles vont se 

lier, par l'intermédiaire des intégrines (VLA-4) présentes à leur surface, à des molécules 

d'adhésion telles que la VCAM-1 sur le vaisseau. Une autre molécule présente à la surface des 

CSM, le CD44, va s’associer à l'acide hyaluronique présent sur les cellules endothéliales. Après 

cet arrêt, une étape d'extravasation appelée transmigration endothéliale commence. Les CSM 

peuvent alors traverser la couche endothéliale afin d'atteindre la lésion ou le site inflammatoire. 

Ceci est principalement dû aux métalloprotéases matricielles (MMP), les MMP 2 et 9 qui vont 

favoriser le clivage des composants de la matrice extracellulaire (De Becker et al. 2007; 

Nitzsche et al. 2017). 

 Il semblerait qu'un autre récepteur de même conformation que le CXCR4/7 soit impliqué 

dans la migration des CSM : le récepteur CXCR3.  

Une autre étude a montré qu’une nouvelle molécule pourrait être impliquée dans la migration 

des CSM de moelle osseuse : la protéine d'activation des fibroblastes (FAP), une sérine protéase 

membranaire de type II. Celle-ci semble générer la migration par le TGF- β et l'IL-1β. Son 

potentiel migratoire serait dû à son activité Rho GTPase alors que son activité peptidase ne 

serait pas essentielle dans les CSM-MO (Chung et al. 2014). 

 

 Plus récemment, des micro- Acide Ribonucléiques (ARN) ont été découverts et 

pourraient avoir un lien dans la régulation de la migration des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses. Ces micro-ARN seraient secrétés par les CSM ainsi que par leurs exosomes 

(vésicules extracellulaires détaillées plus loin). Ils auraient un impact sur la migration en ciblant 

certaines cytokines ainsi que leur récepteur, notamment CXCR4 et SDF1. En ciblant les voies 

de signalisation de la migration cellulaire : principalement la voie PI3 kinase/Akt, la voie des 

MAP kinases ainsi que la voie Wnt/β caténine. De plus, ces micro-ARN agiraient aussi sur la 

migration des CSM via l’adhésion des cellules à la matrice afin de la promouvoir ou de 
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l’inhiber. Pour finir, ils possèderaient la capacité de remodeler le cytosquelette afin de modifier 

la migration des CSM (He and Zhang 2019). 

 

 
 

Figure 9 Principes et étapes de migration (activation, adhésion et transmigration) des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses. La migration des CSM est permises grâce à un gradient de chimiokines comme SDF1 et 

MIG, par l’expression de nombreux récepteurs (CXCR4/7, VLA-4, CD44) ainsi que des métalloprotéase 

matricielles (MMP2 et 9) (Adapté de De Becker et al. 2007; Meng et al. 2014; Guo et al. 2018; Marquez-Curtis 

and Janowska-Wieczorek 2013). 

 

d. Propriétés immunitaires 

 

  Les propriétés immunitaires des CSM reposent sur trois mécanismes principaux : l'arrêt 

du cycle cellulaire des cellules immunitaires en phase G1, une interaction directe des CSM avec 

les cellules immunitaires et un effet paracrine des CSM. 

Ces propriétés médiées par les CSM possèdent une influence sur l’immunité innée (cellules 

Natural Killer (NK), granulocytes et phagocytes) mais aussi sur l’immunité adaptative 

(lymphocytes B et T) (Munir, Ward, and McGettrick 2018). 

 En fonction du contexte dans lesquelles les CSM se trouvent, celles-ci peuvent adopter 

deux profils différents : pro-inflammatoire (CSM 1) et anti-inflammatoire (CSM 2) (figure 10). 

Si l’environnement présente un niveau élevé d’Interféron-γ (IFN-γ) et de Tumor Necrosis α 

(TNFα), les CSM adopteront un profil CSM 2, alors que si le niveau d’IFN-γ et de TNFα est 

faible, alors les CSM se polariseront en CSM de type 1. De plus, il apparaît que la stimulation 

des TLR engendre, elle aussi la polarisation des CSM. Une stimulation du TLR3 par un ARN 

double brin porté par certains virus va induire un phénotype anti-inflammatoire (CSM 2) alors 

qu’une stimulation du TLR4, engendrée par une bactérie, induit un phénotype pro-
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inflammatoire. Par la suite ces deux types de polarisations de CSM vont pouvoir répondre à ces 

stimulations en sécrétant de nombreuses cytokines, chimiokines et enzymes anti ou pro-

inflammatoires. Ces sécrétions vont alors soit engendrer la différenciation de Lymphocytes T 

(LT) en LT régulateurs (LT reg) (via CSM 2) ou bien permettre l’activation de LT (via CSM 

1)(Waterman et al. 2010; Bernardo and Fibbe 2013). 

 

 

Figure 10 Polarisation des cellules souches/stromales mésenchymateuses en phénotype anti (CSM 2) et pro-

inflammatoire (CSM 1) (Adapté de Bernardo and Fibbe 2013). 

 

 De plus, les CSM présentes au sein des tissus, sont dotées de facultés antimicrobiennes 

directes, par la sécrétion du LL-37 mais aussi indirectes via la sécrétion de peptides et de 

protéines antimicrobiennes (AMP), ainsi que par l'expression de molécules telles que IDO et 

Il-17 permettant d’engendrer l’élimination des bactéries ainsi que par le mécanisme de 

phagocytose.  

 L’immunomodulation émanant des CSM semble être engendrée par deux voies distinctes, 

par contact cellulaire mais aussi par la sécrétion de facteurs solubles. 
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i. Immunomodulation médiée par contact cellulaire 

 

 L’immunomodulation induite par les CSM aurait un impact sur plusieurs types de cellules 

du système immunitaire (figure 11) (Mark F. Pittenger et al. 2019). Les CSM modulent les 

différents acteurs du système immunitaire. En effet elles sont capables d’inhiber la prolifération 

des LT et d’induire des LT régulateurs CD4+CD25+ forkhead box P3 (Foxp3+) par un 

mécanisme contact-dépendant (K. H. Han et al. 2011; Zhou et al. 2011). Cette 

immunomodulation semble également être induite par une protéine présente à la surface des 

CSM : le ligand de mort programmé 1, Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) aussi appelé B7-

H1 ou encore CD274. Celle-ci aurait la capacité de se lier à PD-1 présent à la surface des LT 

activés, entrainant leur inhibition et leur mort (Tipnis, Viswanathan, and Majumdar 2010; De 

la Rosa-Ruiz et al. 2019; Gao et al. 2016). 

 Les CSM ont été rapportées comme capables de bloquer la maturation des monocytes en 

cellules dendritiques et donc in fine d’empêcher l’initiation de la réponse lymphocytaire. Les 

mécanismes du blocage de cette maturation résulteraient de la combinaison de production de 

facteurs solubles associés à un contact cellulaire (X.-X. Jiang et al. 2005; Tipnis, Viswanathan, 

and Majumdar 2010).  

 Un impact des CSM sur les NK a aussi été répertorié, en bloquant leur prolifération par 

l’induction d’Interleukine (IL) 12 et 15 (Spaggiari et al. 2006). Cette inhibition a également été 

montrée par l’équipe de Sotiropoulou par contact cellulaire mais aussi via une membrane entre 

les 2 types cellulaires afin de comprendre les interactions indépendantes du contact des cellules 

(technique dîte en Transwell) (Sotiropoulou et al. 2006). Il semblerait de plus, qu’une des 

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I membranaire mais aussi 

soluble, HLA-G5, contribue à l’inhibition de la prolifération des NK (Selmani et al. 2008). Tous 

ces résultats démontrent que les CSM inhibent l’activité cytotoxique des NK, leur production 

cytokinique, leur libération de granzyme B ainsi que leurs récepteurs d’activation (Poggi et al. 

2005; Spaggiari et al. 2006; Sotiropoulou et al. 2006). 

  

 Pour finir, les CSM semblent avoir un impact sur les Lymphocytes B (LB) en affectant 

leur prolifération et leur maturation. Premièrement en supprimant la migration, la 

différenciation et la prolifération des LB par l’effet de facteurs solubles (Corcione et al. 2006) 

mais aussi via la Galectine 9 qui diminuerait la prolifération des LB et des LT activés (Ungerer 

et al. 2014). 
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ii. Immunomodulation médiée par des facteurs solubles 

 

 D’autres études ont montré que l’utilisation de transwell dans les cocultures entre les 

CSM et les LT empêchait la prolifération de ces derniers. Ces résultats ont donc mis en évidence 

que les propriétés immunomodulatrices des CSM dépendaient également de la production de 

facteurs solubles (Nasef et al. 2006). C’est pourquoi il apparaît évident que ces propriétés 

immunomodulatrices sont aussi en grande partie dues à des mécanismes non dépendants du 

contact cellulaire, et ce particulièrement grâce à de nombreux facteurs solubles secrétés par les 

CSM (figure 11). Ces nombreux facteurs semblent être secrétés de façon dépendante de 

l’environnement (Gao et al. 2016). 

 Ainsi dans le contexte d’infection, les CSM-MO seraient capables de contrer l’infection 

en sécrétant la chimiokine CCL2 et donc permettre le recrutement de monocytes (Shi et al. 

2011). D’autres médiateurs de la réponse immunitaire innée sont contrôlés par les CSM et ce, 

de manière paracrine. En effet, les CSM-MO favoriseraient la survie des neutrophiles 

(médiateurs de la réponse antimicrobienne) et en produisant de l’Interleukine 6 (IL6), de l’IFN-

β et du facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF) 

(Cassatella et al. 2011). Par ailleurs, dans le cadre d’allergie ou de pathologies auto-immunes, 

des études ont démontré que les CSM-MO sécrétaient de la prostaglandine E2 (PGE2) et 

inhibaient ainsi l’action des mastocytes (Brown et al. 2011).  

 Les CSM ont le pouvoir d’orienter les macrophages vers un type pro ou anti-

inflammatoire, respectivement macrophage M1 et macrophage M2. Dans le cadre de 

l’immunomodulation, le profil M2 est mis en place par les CSM via l’inhibition de la 

prolifération des LT en coculture, mais aussi par leurs sécrétions, comme l’IL-10, le facteur de 

stimulation des colonies de macrophages, Macrophage Colony-Stimulating Factor (M-CSF), 

le Transforming Growth Factor (TGF-β), le VEGF et bien d’autres (Abumaree et al. 2013; 

Miceli et al. 2021). 

De plus, les CSM-MO ont la capacité d’inhiber la différenciation des LT naïfs en Th17 en 

favorisant leur différenciation en lymphocyte T régulateur par un mécanisme d’inhibition de la 

sécrétion cytokinique des Th17, principalement IL17, IL22 et IFN-γ (Ghannam et al. 2010). 

 Cette activité paracrine semble être aussi générée par de nombreuses autres cytokines. Un 

effet immunomodulateur semblerait être produit par l’intermédiaire de l’Interleukine 10 (IL-

10) qui permettrait la différenciation des LT en LT régulateurs (De la Rosa-Ruiz et al. 2019). 

En plus de l’IL-10, l’IL-6 serait secrétée par les CSM et bloquerait la différenciation des 



 

36 
 

Lymphocytes B ainsi que la différenciation et maturation des cellules dendritiques (Ménard and 

Tarte 2011). 

 Une catégorie de facteur paracrine peut être citée, la famille des facteurs de croissance, 

avec comme principaux facteurs, le facteur de croissance des hépatocytes, Hepatocyte Growth 

Factor (HGF), le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire, Vascular Endothelial 

Growth Factor  (VEGF) ainsi que le facteur de croissance des fibroblastes, Fibroblast Growth 

Factor (FGF) qui contribueraient à la mise en place d’un effet anti-apoptotique ainsi qu’anti-

fibrotique pour HGF et FGF. Le facteur HGF ainsi que le TGF-β secrétés par les CSM 

favoriseraient l’effet antiprolifératif des LT (da Silva Meirelles et al. 2009; Miceli et al. 2021). 

 La PGE2 a aussi été retrouvée de nombreuses fois dans le milieu de culture des CSM, par 

conséquent les CSM secréteraient cette molécule afin de créer un environnement 

immunosuppressif et induisant des LT reg (English et al. 2009; De la Rosa-Ruiz et al. 2019). 

 En plus de la PGE2, l’enzyme Indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO) a été et est encore très 

largement étudiée pour ses effets sur les CSM. Cette enzyme aurait la capacité de convertir le 

tryptophane présent dans l’environnement des LT en kynurénine. La déplétion en tryptophane 

entraîne une instabilité de la chaîne zêta de TCR des LT, induisant leur mort. La fonctionnalité 

de cette enzyme serait potentialisée par l’IFN-γ (Meisel et al. 2004; Tipnis, Viswanathan, and 

Majumdar 2010; Chinnadurai et al. 2014). 

 Plusieurs études ont montré que la liaison du ligand PD-L1 à la surface des CSM au 

récepteur PD-1 des LT activés conduisait à la mort de ces derniers. Plus récemment, ce ligand 

PD-L1 a été observé sous forme soluble et semble être secrété par les CSM-MO (Davies et al. 

2017). 

 La molécule HLA-G5 appartenant à la famille du complexe majeur d’histocompatibilité 

de classe I est impliquée dans le processus immunomodulateur des CSM. Cette protéine 

secrétée par les CSM, favoriserait la polarisation des LT en LT reg et diminuerait l’activité des 

NK en entraînant une hausse de production d’IL-10 (Selmani et al. 2008). 

 D’autres molécules en plus de celles citées précédemment ont aussi été répertoriées 

comme la protéine Tumor necrosis factor-inducible gene 6 (TSG-6), l’oxyde nitrique synthase 

(NOS) ou encore les Galectine-1, 9 et 3 (Sioud et al. 2010; Gieseke et al. 2010; Mark F. 

Pittenger et al. 2019). 

 Plus récemment, les vésicules extracellulaires issues des CSM ont été décrites comme 

possédant un effet immunomodulateur. Elles contiennent plusieurs types de molécules 

biologiquement actives comme des protéines, des lipides, des ARN messagers, des micro-ARN, 

des petits ARN interférents, ou encore de l’ADN double ou simple brin. Ces vésicules, aussi 
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appelées exosomes peuvent être délivrés à une cellule cible. Ils sont relargués par les CSM et 

ont un impact direct sur les macrophages, les cellules dendritiques ainsi que sur les cellules T 

et B. Ainsi ils semblent posséder un mécanisme qui pourrait être prometteur pour créer un 

environnement immunomodulateur (Gomzikova, James, and Rizvanov 2019). 

 

 Tous ces facteurs solubles et mécanismes de contact, permettent la modulation du système 

immunitaire et ce en agissant sur les médiateurs de l’immunité innée et adaptative. De plus, ce 

caractère immunomodulateur a pu être observé sur différentes sources de CSM, notamment de 

moelle osseuse, de cordon ombilical, de placenta ou encore de tissu dentaire. Toutefois, les 

CSM issues de la gelée de Wharton sembleraient être moins immunogènes que les CSM de 

moelle osseuse (N. Kim and Cho 2013). 

 

 

 

Figure 11 Effets immunomodulateurs des cellules souches/stromales mésenchymateuses sur les cellules 

dendritiques, les lymphocytes T (LT), les Natural Killer, les macrophages, les lymphocytes B (LB) 

(Adapté de Mark F. Pittenger et al. 2019). 
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a. Propriétés anti-fibrotiques, angiogéniques et réparatrices 
 

 En plus de leurs propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices, les CSM 

endogènes détiennent un caractère anti-fibrotique. En effet, lors d’une lésion entraînant une 

accumulation excessive de matrice extracellulaire (MEC), les CSM sont capables de limiter ce 

mécanisme en permettant le remodelage matriciel par l’amélioration de la qualité de la MEC. 

Ceci dans le but de recréer un environnement favorable consentant à la régénération tissulaire 

(Usunier et al. 2014). 

 Afin d’obtenir un tissu fonctionnel, les CSM vont œuvrer à l’angiogenèse via la sécrétion 

de facteurs de croissance pro-angiogéniques (Semedo et al. 2011). Parallèlement, les CSM ont 

la capacité de réparer des plaies lors de dommages vasculaires. Elles possèdent des propriétés 

cicatricielles en interagissant notamment avec les cellules progénitrices hématopoïétiques pour 

engager la myélopoïèse lors de la phase inflammatoire (Lau et al. 2009). 

 Ainsi lors de blessures ou traumatismes, des CSM circulantes se retrouvent dans le sang 

afin d’atteindre l’organe distant (Girousse et al. 2021). Ensuite, la différenciation des CSM ainsi 

que le relargage de facteurs paracrines se mettent en place pour permettre ensemble, la 

réparation du tissu lésé (Charbord and Casteilla 2011).  

 

b. Propriétés anti-apoptotiques 

En plus des propriétés de réparation tissulaire, les cellules souches/stromales 

mésenchymateuses sont dotées de facultés anti-apoptotiques. Ce mécanisme anti-apoptotique 

est lié à des facteurs de croissances tels que le facteur neurotrophique du cerveau, Brain-

Derived Neurotrophic Factor (BDNF), le facteur de croissance ressemblant à l’insuline, Insulin 

Growth Factor (IGF), le facteur de croissance de l'endothélium vasculaire, Vascular 

Endothelial Growth Factor  (VEGF) ainsi que le facteur de croissance des hépatocytes, 

Hepatocyte Growth Factor (HGF). Tous ces facteurs permettent aux CSM de se renouveler tout 

en limitant l’excès de mort cellulaire. Ensemble, ces fonctionnalités conduisent à une 

homéostasie tissulaire (Semedo et al. 2011). 
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III- Physiologie des cellules souches/stromales mésenchymateuses 

exogènes 

1. Caractérisation in vitro 

 En 2006, les CSM ont été caractérisées par l’ISCT afin de standardiser leurs 

caractéristiques au niveau international. Cette société internationale a formulé 3 critères 

principaux : l’adhérence au plastique, leur phénotype cellulaire ainsi que leur potentiel de 

différentiation multipotent (Dominici et al. 2006). 

 En effet, ces cellules d’apparence fibroblastique (figure 12) ont pour capacité d’adhérer 

naturellement au plastique et de maintenir ces propriétés tout au long de leur culture. 

Pour ce qui est de leur phénotype, il a été convenu qu’au moins 95% de la population cellulaire 

devait exprimer, par cytométrie en flux, les clusters de différenciation (CD) CD105, CD73 et 

CD90, sans toutefois exprimer les marqueurs CD45, CD34, ni CD14, CD11b, CD79α ou CD19, 

qui sont les principaux marqueurs de la lignée hématopoïétique, ni les molécules du complexe 

majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH-II) principalement nommé HLA-DR (avec 

moins de 2% d’expression). 

 

 

 

Figure 12 Morphologie des cellules souches/stromales mésenchymateuses issues de la moelle osseuse après 

expansion en monocouche. A : Morphologie cellulaire après 48h d’ensemencement. B : Morphologie cellulaire 

après 10 jours d’ensemencement (M. F. Pittenger 1999). 
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a. Propriété clonogénique 

 Ces cellules souches/stromales mésenchymateuses possèdent une fonctionnalité qui leur 

est propre : le potentiel clonogénique. Celui-ci leur donne la capacité de produire des clones et 

de former une colonie appelée la colony forming unit-fibroblasts (CFU-F). Cette potentialité 

peut être observée in vitro après 10 jours de culture et après coloration des cellules avec une 

solution de Cristal Violet (figure 13) (Bourin, Sensebé, and Charbord 2004 ; Charbord and 

Casteilla 2011). 

 

 

Figure 13 Test de clonogénicité de cellules souches/stromales mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton. 

Les CSM ont été cultivées pendant 10 jours et colorées au Cristal Violet. L’échelle correspond à 1cm (Adapté de 

Avercenc-Léger et al. 2017). 

 

b. Propriétés de différenciation 

 

 Pour terminer, l’ISCT a défini un dernier critère pour définir les CSM in vitro : le potentiel 

de différenciation en 3 lignées spécifiques. Par le fait, les CSM ont la capacité dans un 

environnement spécifique, de se différencier in vitro en ostéocytes, chondrocytes et adipocytes. 

Cet environnement est créé in vitro en utilisant des milieux de culture et des conditions 

standards de différenciation, notamment par l’ajout de facteurs de croissance. Pour un milieu 

de différenciation adipocytaire, une supplémentation en l’insuline est requise, pour un milieu 

ostéocytaire, une supplémentation en β-glycérol phosphate est nécessaire alors que pour un 

induire une différenciation chondrocytaire, les CSM doivent être cultivées en pellet et 

supplémentées avec du Transforming growth factor (TGF- β). 

 Cette fonctionnalité de différenciation cellulaire doit être démontrée par différentes 

colorations selon les recommandations de l’ISCT. Une coloration Oil Red O permet de 

visualiser les vésicules lipidiques dans les adipocytes et doit être instaurée pour démontrer une 
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différenciation adipocytaire. Une coloration au rouge alizarine ou au Von Kossa est nécessaire 

pour colorer les dépôts calciques et ainsi démontrer une différenciation ostéoblastique et enfin 

une coloration au bleu Alcian est utilisé pour mettre en évidence les protéoglycanes du cartilage 

et alors visualiser une différenciation de CSM en chondroblastes (Dominici et al. 2006) (figure 

14). 

 

Figure 14 Potentiel de différenciation in vitro de cellules souches/stromales mésenchymateuses. Colorations 

faites avec Oil Red O, rouge Alizarine et bleu Alcian afin de visualiser respectivement le potentiel de 

différenciation des CSM en adipocytes, ostéocytes et chondrocytes (Adapté de Y. Chen et al. 2019). 

 

c. Propriétés de migration après expansion in vitro 

 Pour des applications en thérapie cellulaire, les CSM exogènes doivent tout d’abord être 

amplifiées in vitro avant d’être injectées dans la circulation systémique. Bien que ces cellules 

soient dotées de cette faculté, in vivo, il apparaît que peu de cellules se retrouvent sur le site 

inflammatoire ou lésionnel. Rombouts et Ploemacher ont indiqué que les CSM-MO perdaient 

certainement leur capacité de migration in vivo après leur expansion in vitro  (Rombouts and 

Ploemacher 2003). 

  Cette diminution de capacité de migration s’est confirmé par des études chez la souris où 

des CSM marquées ont été injectées par voie intraveineuse (IV). Une heure après leur injection, 

les CSM se trouvaient piégées principalement dans les poumons (Eggenhofer et al. 2012; 

Schrepfer et al. 2007). Seulement 0,1% des cellules ont alors été retrouvées après 24h dans le 

foie, la rate et les reins (Leibacher et al. 2017). Toutefois, il a été démontré que ces CSM 

exogènes restaient viables jusqu’à 24h après l’injection et qu’un bénéfice thérapeutique était 

constaté au niveau de la régénération tissulaire ainsi que par rapport à la réponse 

immunomodulatrice (Eggenhofer et al. 2012; Nitzsche et al. 2017). 

  Une autre étude a comparé l’injection intraveineuse à l’injection intra-artérielle de CSM-

MO chez des porcs. Ces chercheurs ont montré une accumulation de CSM dans les poumons 

après injection intraveineuse tandis que la voie intra-artérielle a diminué l’absorption de ces 

CSM dans les poumons et a augmenté leur proportion dans le foie, la rate et les reins. Ainsi, il 
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apparaît que l’injection en intra-artérielle pourrait prévenir ce piégeage pulmonaire. Cette 

accumulation après injection intraveineuse pourrait être due à la différence de taille entre les 

capillaires pulmonaires et les CSM (Mäkelä et al. 2015). 

 

  Une hypothèse expliquant ce faible taux de migration des CSM exogènes pourrait aussi 

être due à l’altération de l’expression des récepteurs aux chimiokines, notamment CXCR4.  En 

effet, Pelekanos et al ont montré une faible expression de CXCR4 à la surface des CSM fœtales 

et des CSM de moelle osseuse, mais une plus forte expression dans leur cytoplasme.  

Devant ces résultats, les chercheurs ont émis l’hypothèse que la régulation de l’expression de 

ce facteur pourrait se faire via endocytose du CXCR4. Ainsi à l’aide de l’utilisation 

d’inhibiteurs de l'endocytose, l’équipe de Pelekanos et al a réussi à augmenter le niveau 

d’expression membranaire du CXCR4 des CSM (Pelekanos et al. 2014). Cette possible 

internalisation du récepteur a été confirmée dans d'autres cellules comme les cellules 

d'hépatocarcinome humain. Il semblerait alors que ce récepteur CXCR4 soit retrouvé dans 

l'appareil de Golgi et dans le complexe de recyclage des endosomes (Cepeda et al. 2015; 

Pelekanos et al. 2014). 

  La seconde hypothèse concerne la migration passive. Ce piégeage passif engendrerait un 

arrêt des CSM et altèrerait ainsi le flux sanguin, ceci pourrait être notamment dû à la taille des 

CSM qui semble augmenter après leur expansion in vitro (Karp and Teo 2009). 

 

 Pour conclure, il apparaît que l’expansion in vitro altère les propriétés de migration des 

CSM exogènes compromettant leur migration sur le site inflammatoire/lésé. Ainsi, il est 

nécessaire que ce processus soit investigué. 

 

d. Propriétés immunomodulatrices 

 Les propriétés immunomodulatrices des CSM en font des excellentes candidates pour une 

utilisation allogénique en thérapie cellulaire. En effet, les CSM ont la possibilité d’être utilisées 

en clinique dans des conditions d’incompatibilité HLA (human leucocyte antigen) (Zhao, Ren, 

and Han 2016). La fonction du complexe antigène/CMH-II permet la présentation antigénique 

par les cellules présentatrices d’antigène aux lymphocytes T permettant d’initier une réaction 

immunitaire (Bouillon and Mourad 2003). Dans la mesure où les CSM n’expriment ni le CMH-

II, représenté par les antigènes HLA DP, DQ et DR, ni les molécules de costimulation CD80, 

CD86 et CD40, la synapse immunologique ne peut donc pas se mettre en place. Elles 
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n’activeront pas les LT CD4+ et induiront l’anergie des LT CD8+.  La réponse immune ne peut 

donc être déclenchée. C’est pourquoi, les CSM sont considérées comme immunotolérantes 

(Larghero et al. 2009; Yagi et al. 2010). 

 

  Au regard de l’augmentation croissante de publications relatant les propriétés immunes 

des CSM, l’ISCT a publié, en 2016, de nouvelles recommandations afin d’étudier ces 

propriétés. Cette société préconise d’étudier le sécrétome des cellules par la technique immuno-

enzymatique, de l’anglais Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) ainsi que des tests 

fonctionnels à base de cellules répondantes. Cette dernière repose sur l’étude de l’inhibition de 

la prolifération des Lymphocytes T (LT) en coculture avec les CSM (Galipeau et al. 2016). 

  

 

2. Culture et conservation des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses 

 

 L’utilisation des cellules souches/stromales mésenchymateuses nécessite une 

amplification et éventuellement une conservation en banque de cellules afin qu’elles soient 

utilisées dans des indications d’urgence. Pour cela, une amplification in vitro et une 

cryoconservation adéquate sont nécessaires. 

 

a. Modes de culture 

 Afin d’être amplifiées, les CSM humaines sont le plus souvent cultivées en 2D, en 

monocouche dans une boîte de culture avec un milieu de culture enrichi en sérum de veau fœtal 

(SVF) ou en lysat plaquettaire (LP) humain. Pour permettre une culture et une production 

cellulaire en utilisant les Bonnes Pratiques de Fabrication (BPF) et à grande échelle, des flacons 

à chambre multiples peuvent être utilisés. Des flacons roulants sont aussi utilisés dans 

l’industrie biotechnologique. Certaines équipes utilisent une autre technique en utilisant des 

microporteurs comme support d’adhérence dans des bioréacteurs à cuve agitée. Cette stratégie 

de culture permet d’intensifier l’expansion cellulaire tout en réduisant le coût de production. 

Aujourd’hui l’utilisation de bioréacteurs est de plus en plus utilisé pour la culture de CSM issues 

de différentes sources (X. Chen et al. 2006; Rafiq, Coopman, and Hewitt 2013).  

 

 En vue d’une utilisation comme produit de thérapie cellulaire chez l’Homme, les 

conditions de culture de CSM ont dû être révisées pour répondre aux contraintes de grade 
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clinique. Ainsi des techniques de BPF ont été mises en place, notamment l’obligation d’utiliser 

des matières premières de qualité pharmaceutique. Cela remet en cause l’utilisation de milieux 

de culture et de sérums, nécessaires pour l’amplification des cellules. Des alternatives sont 

aujourd’hui mises en place, comme certains milieux de culture spécialement conçus pour 

l’utilisation clinique des CSM. Ainsi le sérum de veau fœtal doit être remplacé par du SVF de 

grade clinique ou encore du LP humain. Grâce à toutes ces avancées, les CSM sont utilisées en 

tant que Médicament de Thérapie Innovante (MTI) depuis la directive 2003/63/CE. Ces MTI 

sont regroupés en plusieurs catégories selon leur nature : cellule, gène ou tissu. Ainsi les CSM 

sont soit classées en tant que médicaments de thérapie cellulaire somatique, soit comme 

produits issus de l'ingénierie tissulaire (Mebarki et al. 2021). Ces MTI sont définis comme des 

médicaments à usage humain basés sur des gènes, tissus ou cellules. Ils regroupent :  

- Des médicaments de thérapie génique 

- Des médicaments de thérapie cellulaire somatique 

- Des médicaments issus de l’ingénierie tissulaire 

 Ces différentes catégories de MTI sont évaluées et autorisées de manière unique par 

l’Agence Européenne du Médicament (EMA) (European Medicines Agency 2018). 

b. Conservation des cellules 

 

 Concernant la conservation des cellules, la cryoconservation semble être le meilleur 

compromis car elle permet de conserver de grandes quantités de cellules et de répondre 

rapidement aux besoins des cliniciens. En revanche la congélation peut avoir un impact sur les 

CSM, elle peut notamment diminuer la viabilité, engendrer un rétrécissement cellulaire, induire 

de l’apoptose, diminuer la capacité d’adhérence et altérer l’activité métabolique et la fonction 

paracrine immunomodulatrice (Bahsoun, Coopman, and Akam 2019).  Les principales 

méthodes de congélation se font en azote liquide, par congélation en phase vapeur ou par 

stockage à -80°C dans un congélateur (Haack-Sørensen and Kastrup 2011; Marquez-Curtis et 

al. 2015). 

 Les types de cryoprotecteurs ont des impacts sur les CSM dans leur globalité. Une étude 

a montré que le sérum humain pouvait affecter et réduire la viabilité des CSM humaines 

cryoconservées (Moll et al. 2014). D'autres études ont démontré qu'une faible concentration ou 

une absence de diméthylsulfoxyde (DMSO) réduisait significativement la viabilité dans les 

CSM de moelle osseuse humaines (Yuan et al. 2016) et dans les CSM de mouton ou de cheval 

(Renzi et al. 2012). La même réduction a été observée avec une dose élevée de DMSO (20 %) 
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par rapport au pourcentage standard (10 % de DMSO) dans les CSM-MO porcines (Ock and 

Rho 2011).  

 

 Ainsi, la culture, la cryoconservation et la conservation en banque de cellules, doivent 

être méticuleusement contrôlées afin de pouvoir standardiser l’utilisation des CSM exogènes 

en médecine régénérative. 

 

3. Optimisation des propriétés médiées par les cellules 

souches/stromales mésenchymateuses 

 

 En raison de leur plasticité, les CSM sont capables de s’adapter à leur environnement, en 

fonction des signaux qu’elles perçoivent. Ces signaux chimiques, physiques, mécaniques ou 

métaboliques peuvent ainsi orienter la différenciation des CSM mais aussi leur phénotype 

immunomodulateur (exemple : CSM 1 et CSM 2). Cette plasticité observée in vivo est devenue 

une des stratégies pour améliorer leur fonction durant l’expansion in vitro et ainsi améliorer 

l'efficacité de la transplantation de CSM en thérapie cellulaire et en ingénierie tissulaire sans 

avoir recours à des techniques de génie génétique, qui apporteraient une complexité 

supplémentaire en matière d’exigences règlementaires. Ce processus est nommé 

« stimulation », « amorçage » ou encore « préconditionnement ». Différentes molécules 

comme des cytokines/chimiokines, des facteurs de croissances, des agonistes de récepteurs, des 

hormones, ou encore via l’utilisation d’un environnement hypoxique peuvent ainsi être ajoutées 

au milieu de culture pendant un temps prédéfini et permettre de moduler l’environnement des 

cellules pour obtenir certains effets biologiques (tableau 3) (Hu and Li 2018; Lee and Kang 

2020; Miceli et al. 2021).  
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Tableau 3 Traitements à base de différentes sources de cellules souches/stromales mésenchymateuses 

préconditionnées (Adapté de Miceli et al. 2021). Cellules souches/stromales mésenchymateuses CSM ; CSM 

dérivées de l’amnios CSM-AM ; CSM dérivées de la moelle osseuse CSM-MO ; CSM dérivées du cordon 

ombilical CSM-CO ; CSM dérivées du tissu adipeux CSM-TA ; CSM dérivées de la pulpe dentaire CSM-PD ; 

CSM dérivées de la gelée de Wharton CSM-GW ; CSM dérivées du sang de cordon CSM-SC ; Exosomes EXO ; 

Milieu conditionné MC ; 

Sources 

de CSM 

Types de 

précondi-

tionnements 

Produits de 

CSM 

Facteurs 

fonctionnels 

détectés 

Effets 

biologiques 

Référence 

CSM-AM IFN-γ EXO 

miR-23a, miR-

26b,miR-125b, 

miR-130b, 

miR-140, miR-

203a, miR-223, 

miR-224, miR-

320a 

Régulation de 

l’activation/anergie 

des LT et induction 

de monocytes avec 

un phénotype M2 

Bulati et al., 

2020 

CSM-AM 
Sphéroïdes, 

culture 3D 
MC et EXO 

HGF, PDGF, 

TGF-β, 

VEGF, FGF1, 

GROα, SDF-1, 

EGF, IL-6, PGE2, 

LIF 

Augmentation de 

l’angiogenèse et 

inhibition de la 

prolifération de 

PBMC 

Miceli et al., 

2019 

CSM-MO 
IL-1α/β ; 

TNFα ; IFN-γ 
MC G-CSF 

Réduction de la 

sécrétion de 

médiateurs 

inflammatoires des 

cellules 

microgliales 

activées par LPS 

Redondo-

Castro et al., 

2017 

CSM-TA Hypoxie MC IL-6, TNFα, 

HGF, VEGF 
Induction de la 

régénération du foie 

Lee et al., 

2016 

CSM-MO Hypoxie MC VEGF Induction de la 

régénération du foie 

Yu et al., 

2013 

CSM-MO Hypoxie MC Wnt4 

Amélioration des 

fibres vasculaires 

et régénération des 

fibres musculaires 

squelettiques 

Leroux et 

al., 2010 

CSM-MO Hypoxie MC - 
Induction de la 

prolifération de 

cardiomyocytes 

Hu et al., 

2016 

CSM Hypoxie EXO miR-26 
Amélioration de la 

survie des 

cardiomyocytes 

Park et al., 

2018 

CSM-MO Hypoxie MC HGF, VEGF 
Amélioration de la 

prolifération des 

cellules neuronales 

Chang et al., 

2013 

CSM-MO Hypoxie MC HGF, BDNF, 

VEGF 
Amélioration de la 

survie des axones 

Zhilai et al., 

2016 

CSM-TA TNF-α MC BMP2 
Amélioration de la 

régénération 

osseuse 

Lu et al., 

2013 
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CSM-TA TNF-α EXO Wnt3a 

Favorise la 

prolifération et la 

différenciation 

ostéogénique des 

cellules 

ostéoblastiques 

primaires 

Lu et al., 

2017 

CSM-PD bFGF ; 

hypoxie 
MC - Amélioration de la 

formation osseuse 

Novais et 

al., 2019 

CSM-MO 
AMPc, bFGF, 

PDGF, 

Hereguline 1 

MC GDNF, BDNF 

Induction de la 

régénération de des 

terminaisons 

nerveuses 

dopaminergiques 

striatales  

Sadan et al., 

2009 

CSM-MO 
AMPc, bFGF, 

PDGF, 

Hereguline 1 
MC GDNF, BDNF 

Réduction du 

volume striatal et 

changements 

associés aux 

lésions d'acide 

quinolinique 

Sadan et al., 

2009 

CSM-MO Lithium, VPA MC - 

Amélioration des 

performances 

motrices et 

comportementales, 

et 

réduction de la mort 

neuronale et des 

agrégats de 

huntingtine dans le 

striatum 

Linares et 

al., 2016 

CSM-PD bFGF ; 

hypoxie 
MC VEGF Amélioration de la 

vascularisation 

Gorin et al., 

2016 

CSM-PD Hypoxie MC VEGF Amélioration de la 

vascularisation 

Kuang et al., 

2016 

CSM-TA Hypoxie EXO - 

Augmentation de la 

migration et la 

formation de tube 

par les HUVEC 

Xue et al., 

2018 

CSM-TA Hypoxie MC VEGF, HGF, 

bFGF 

Augmentation du 

potentiel 

angiogénique des 

CSM 

Lee et al., 

2017 

CSM-GW Hypoxie MC Angiogénine, 

VEGF 

Augmentation de la 

migration et de la 

formation de tubes 

d’angiogénèse 

Lee et al., 

2018 

CSM-TA Hypoxie MC EGF, VEGF, 

FGF, HGF 

Amélioration de la 

récupération 

fonctionnelle et 

néovascularisation 

du 

tissu ischémique 

Han et al., 

2016 

CSM Hypoxie MC VEGF - 
Costa et al., 

2017 
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CSM-MO Hypoxie EXO miR-125 Amélioration de la 

fonction cardiaque 

Zhu et al., 

2018 

CSM-MO IL-17 MC IL-6 

Suppression de la 

prolifération des 

LT ; inhibition de 

l’activation des LT 

et des cytokines 

Th1 

Sivanathan 

et al., 2015 

CSM-TA, 

CSM-MO, 

CSM-SC 

IFN-γ MC IDO Suppression de la 

prolifération des LT 

Torres et al., 

2020 

CSM-MO IL-17 MC IL-6 Immunosuppression 

des LT 

Sivanathan 

et al., 2017 

CSM-MO IFN-γ et TNFα MC PGE2, IDO 

Inhibition 

allogénique en 

culture mixte 

lymphocytaire 

English et 

al., 2007 

CSM-MO IFN-γ, LPS, 

TNFα 
MC PGE2 

Induction de la 

polarisation des 

monocyte en 

phénotype anti-

inflammatoire M2 

Lin et al., 

2017 

CSM-MO IL-1β et IFN-γ MC IL-6 

Induction de la 

polarisation des 

monocyte en 

phénotype anti-

inflammatoire M2 

Philipp et 

al., 2018 

CSM IL-1β EXO miR-21 

Induction de la 

polarisation M2 et 

amélioration du 

sepsis 

Yao et al., 

2020 

CSM-CO IL-1β EXO miR-146a 

Amélioration du 

sepsis murin et 

polarisation des 

monocyte en 

phénotype anti-

inflammatoire M2 

Song et al., 

2017 

CSM-MO IFN-γ et 

sphéroïdes 
MC IDO 

Suppression de 

l’activation et de la 

prolifération des LT 

in vitro 

Zimmerman

n et al., 2017 

CSM-MO Hypoxie MC PGE2, miR-210 

Induction de la 

polarisation des 

macrophages M2 et 

amélioration de la 

fibrose 

Kojima et 

al., 2019 

 

 

 L’effet escompté peut être l’optimisation des propriétés immunomodulatrices, 

l’amélioration des propriétés de régénération, de l’angiogenèse, ou encore anti-apoptotique 

(figure 15) (Noronha et al. 2019). 
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Figure 15 Utilisations et effets (immunomodulateur, régénérateur, angiogénique et anti-apoptotique) des 

préconditionnements de cellules souches/stromales mésenchymateuses sur différentes pathologies 

(Neurodégénérative, dégénérative, auto-immune, inflammatoire, de peau, respiratoire, neuromusculaire et 

hématologique) (Adapté de Noronha et al. 2019). 

 

a. Optimisation des propriétés immunomodulatrices médiées par les cellules 

souches /stromales mésenchymateuses 

  

 L’optimisation des propriétés immunes a d’abord été mise en place via l’utilisation de 

cytokines et chimiokines. En premier lieu, cette optimisation a été démontrée de nombreuses 

fois par l’ajout d’IFN-γ dans le milieu de culture des CSM. Ce préconditionnement semble 

permettre aux CSM d’améliorer leurs propriétés immunosuppressives vis-à-vis des LT. La 

signalisation cellulaire relative à l’Interféron-γ consent à inhiber la prolifération des LT 

principalement par la voie du ligand PD-L1. Une autre corrélation entre l’IFN-γ et l’enzyme 

IDO a plusieurs fois été démontrée ce qui permettrait l’inhibition des cellules T (Sheng et al. 

2008; D. S. Kim et al. 2018). 

 Après la publication de toutes ces recherches, de meilleures propriétés immunes ont été 

garanties en 2016 par l’ISCT avec l’utilisation d’un préconditionnement composé d’IFN-γ ou 

bien de TNFα (Galipeau et al. 2016). 

 Ainsi la combinaison de cytokines en tant que préconditionnement cellulaire est aussi une 

possibilité. Certaines études utilisent maintenant plusieurs cytokines dans le but d’améliorer les 

propriétés immunomodulatrices des CSM. 

 

 D’autres études utilisent des agonistes de certains récepteurs pour promouvoir 

l’immunomodulation des CSM. Comme cité précédemment, les CSM peuvent modifier le 

phénotype des macrophages et ce notamment grâce à différents préconditionnements, comme 
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les Toll-like receptor (TLR) 3 et 4. L’équipe de Waterman a observé qu’après un 

préconditionnement activant la voie du TLR3 avec de l’acide polyinosinique-polycytidylique 

(Poly I :C), les CSM adoptaient plutôt un profil anti-inflammatoire alors que lorsqu’ils 

utilisaient un préconditionnement activant la voie du TLR4 avec du lipopolysaccharides (LPS), 

les cellules devenaient alors pro-inflammatoires (Waterman et al. 2010). 

  

 L’environnement exerce aussi une influence sur les propriétés immunomodulatrices des 

CSM. C’est pourquoi des équipes de recherche utilisent différentes méthodes et 

environnements de culture pour influencer positivement ces propriétés. Notamment en utilisant 

un environnement hypoxique sur les CSM pour contrer une inflammation en secrétant de l’IL-

10 (C. M. Jiang et al. 2015). Conjointement à cela, les équipes de Frith et Zimmermann ont 

d’ailleurs cultivé des CSM dans un environnement tridimensionnel. Ils ont ainsi montré que 

l’utilisation de sphéroïdes permettait d’augmenter le potentiel immunomodulateur des CSM 

(Frith, Thomson, and Genever 2010; Zimmermann, Hettiaratchi, and McDevitt 2017). 

 Enfin, il est possible de recourir à l’utilisation de certains médicaments comme 

préconditionnement sur les CSM. L’utilisation de l’acide tout-trans rétinoïque sur les CSM a 

permis d’augmenter la sécrétion d’IL-6 et d’induire des lymphocytes T régulateurs (D. Li et al. 

2015). De plus, un potentiel médicament pour traiter la sclérose en plaque nommé MIS416 et 

provenant de la bactérie Cutibacterium acnes a aussi été utilisé comme préconditionnement sur 

les CSM. Ce préconditionnement a permis la sécrétion de cytokines comme l’IL-6, l’IFN-γ et 

l’IL-2 mais aussi d’augmenter le taux de T régulateurs au détriment des cellules Th1 et Th17 

(Lee et al. 2018). 

 
b. Optimisation de la migration des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses 

 

 Aujourd'hui, tout comme les propriétés immunomodulatrices, les chercheurs tentent 

d'améliorer ce processus de migration altéré par l’expansion in vitro. Certaines modifications 

sont explorées, comme les conditions de culture, le préconditionnement ou autrement dit la 

stimulation des cellules avec l’ajout de différentes molécules (Noronha et al. 2019) ou encore 

la modification génétique.  

 

Le changement des conditions de culture semble être effectivement plus facile à mettre 

en œuvre. L’équipe de Rosová a montré qu’avec des conditions hypoxiques (entre 1 et 3% d’O2) 
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les CSM-MO humaines avaient une meilleure capacité de migration en test de blessure (Rosová 

et al. 2008). Les autres paramètres comme la confluence cellulaire, la densité d’ensemencement 

ou le milieu de culture (sérum et facteurs de croissance) jouent également un rôle important 

dans la fonctionnalité des CSM (Bhat et al. 2021) et notamment vis-à-vis des propriétés de 

migration. L’équipe de De Becker a ainsi montré qu’un faible taux de confluence (50% de 

recouvrement de la surface cellulaire) améliorait la migration des CSM-MO en chambre de 

Boyden (De Becker et al. 2007).  

 

De nombreuses études rapportent que le préconditionnement des CSM module les 

propriétés migratrices des CSM. En effet, des études ont pu mettre en évidence l’augmentation 

de la migration, avec l’aide de la chimiokine SDF1 sur les CSM de rat  (Deng, Xu, and Ren 

2018) et de souris (Farashah et al. 2019), ou par les ligands des récepteurs Toll sur les CSM 

humaines (Tomchuck et al. 2008). Des peptides comme la Cathelicidine (LL-37) ont pu être 

utilisés avec des CSM placentaires (Oliveira-Bravo et al. 2016), mais aussi de médicaments 

comme la Rapamycine sur les CSM ombilicales humaines (J. Zheng et al. 2018) et 

l'Azathioprine sur les CSM issues de la membrane du chorion humain (Schneider et al. 2015). 

D’autres études utilisent des cytokines comme l'interféron (Duijvestein et al. 2011) sur les 

CSM-MO humaines, l'interleukine 1-β sur les CSM-MO humaines (Carrero et al. 2012) et 

également sur les CSM de cordon ombilical humain (Guo et al. 2018), l'interleukine 17 

appliquée sur les CSM-MO humaines (H. Huang et al. 2009). Toutes ces études attestent de 

l’effet bénéfique du préconditionnement pour augmenter la migration des CSM. 

 Enfin, des modifications génétiques ont été réalisées avec l’utilisation de vecteur viraux 

dans le but d'améliorer la migration. Ces recherches de thérapie génique pour promouvoir la 

migration des CSM, ont été mises en place avec la surexpression de CXCR4 dans le cas de 

l’infarctus du myocarde et de la colite, avec des CSM-MO de rat et de souris (Cheng et al. 2008; 

Z. Chen et al. 2018; D. Zhang et al. 2008)  mais aussi avec la surexpression de CXCR7 afin de 

traiter des lésions pulmonaires aiguës conjointement avec des CSM-MO de rat (Shao et al. 

2019). Toutefois ces recherches n’entrent plus dans le cadre de la thérapie cellulaire proprement 

dite car elles ont recours à des modifications génétiques. L’utilisation de ces modifications 

génétiques reste plus compliquée pour l’utilisation de CSM en tant que Médicament de 

Thérapie Innovante.  

 

 En résumé, les CSM de différentes sources (plus souvent les CSM-MO humaines) 

possèdent un potentiel de migration in vivo et in vitro. Même si ces capacités semblent être très 
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limitées après leur expansion in vitro, il est maintenant possible d'utiliser certaines stratégies 

dans le but d’améliorer leur migration. Ainsi, cela ouvre de nouvelles perspectives de recherche 

et la mise en place d’un préconditionnement apparaît être une alternative avantageuse pour de 

futurs applications des CSM en médecine régénérative (Miceli et al. 2021). 
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IV- Cellules souches/stromales mésenchymateuses en médecine 

régénérative 

 Les CSM sont également étudiées dans le but d’être utilisées en médecine régénérative 

(Caplan 2007). Ce domaine peut se scinder en deux spécialités : l’ingénierie tissulaire et la 

thérapie cellulaire. 

 Ces cellules peuvent être administrées en condition autologue, cela signifie que le 

donneur est également le receveur ; ou en condition allogénique lorsque le donneur de cellules 

est différent du receveur (figure 16) (Rodríguez-Fuentes et al. 2021).  

Depuis 2015, les CSM sont plus utilisées lors d’essais cliniques en condition allogénique 

qu’autologue (Kabat et al. 2019). En effet leur utilisation en condition allogénique est possible 

notamment grâce aux effets immunomodulateurs résultant des CSM et de leur non-

immunogénicité, qui leur permettent de ne pas être rejetées par le système immunitaire du 

receveur. 

 Ces cellules sont donc intéressantes pour traiter des pathologies en lien avec le système 

immunitaire (Wei et al. 2013) mais aussi pour la régénération des tissus comme le corps vitré, 

la moelle épinière, la moelle osseuse, le cartilage, le cœur, les poumons et le tissu adipeux 

(Rodríguez-Fuentes et al. 2021). 

 

 

Figure 16 Utilisation des cellules souches/stromales mésenchymateuses en thérapie cellulaire en condition 

allogénique, lorsque le donneur est différent du receveur (à gauche) et en condition autologue, lorsque le 

donneur et receveur sont la même personne (à droite). Les principales sources de CSM sont les tissus néonataux, 

le tissu adipeux, la moelle osseuse et le sang périphérique. Les organes et tissus cibles le plus souvent retrouvé 

dans les essais cliniques sont le corps vitré, la moelle épinière, la moelle osseuse, le cartilage, le cœur, les 

poumons et le tissu adipeux (Adapté de Rodríguez-Fuentes et al. 2021). 
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1. Applications en ingénierie tissulaire  

 L’ingénierie tissulaire s’est développée depuis 1999 (Vacanti and Langer 1999). 

L’objectif est de développer des substituts biologiques qui maintiennent, restaurent ou 

améliorent la fonction des tissus. La construction d’un substitut en ingénierie tissulaire repose 

sur 3 composantes, plus communément appelée la triade de l’ingénierie tissulaire. Celle-ci 

regroupe une composante cellulaire (autologue ou hétérologue, différenciée ou souche), un 

environnement tridimensionnel favorable, constitué d’un biomatériau (naturel ou 

synthétique, en hydrogel ou en maillage) ainsi qu’une fonctionnalisation pour permettre la mise 

en place de signaux donnant lieu à la production d’une matrice fonctionnelle par l’utilisation 

de facteurs de croissance, de petites molécules ou encore via des forces mécaniques (figure 17) 

(Almouemen, Kelly, and O’Leary 2019).  

 

Figure 17 Triade de l’ingénierie tissulaire composée d’un biomatériau (naturel, synthétique, en hydrogel ou en 

maillage), de cellules (autologues, hétérologues, différenciées ou souches) ainsi que des signaux (facteurs de 

croissance, petites molécules ou forces mécanique) (Adapté de Almouemen, Kelly, and O’Leary 2019). 

  

Aujourd’hui des CSM humaines issues de multiples sources sont utilisées dans le but 

d’utiliser leur potentiel de différenciation pour la régénération de nombreux tissus. Les études 

montrent que celles-ci possèdent la capacité de se différencier en de nombreux types 

cellulaires : osseux, de tissu adipeux, musculaire, nerveux, myocardique, hépatique, cornéen, 

de la trachée, de la peau ou encore cartilagineux (figure 18).  
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 Les CSM-MO ont été les premières à être utilisées pour obtenir une différenciation 

osseuse, ensuite les cellules issues du sang de cordon ombilical et de la pulpe dentaire ont été 

exploitées. Ces dernières ont montré de très bons résultats en termes de régénération osseuses.  

 Dans le but d’engager le processus de différenciation osseuse, des facteurs de croissances 

ou d’autres molécules comme les protéines morphogéniques osseuses, Bone Morphogenetic 

Protein (BMP) sont souvent ajoutés à la culture. 

 

Pour ce qui est de la différenciation cartilagineuse, les CSM ont été très largement 

utilisées en culture tridimensionnelle en biomatériau afin de créer des échafaudages (scaffold) 

permettant de créer un environnement favorable à cette différenciation. La reconstruction du 

cartilage a le plus souvent été observées avec des CSM de moelle osseuse, de tissu adipeux, 

dérivées de la synovie ou encore issues de la gelée de Wharton. Ici, le facteur le plus utilisé en 

plus de l’environnement 3D, est le TGF-β (Han et al. 2019 ; Hwang et al. 2009 ; Steward and 

Kelly 2015). 

 

La différenciation en tissu non squelettique est aussi permise in vitro grâce aux CSM, 

notamment en cardiomyocytes, en cellules musculaires et plus récemment en cellules 

nerveuses. Ceci avec principalement des CSM de moelle osseuse, de tissu adipeux ou de sang 

de cordon ombilical (Y. Han et al. 2019; Gazit et al. 2013).  
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Figure 18 Potentiel de différenciation des cellules souches mésenchymateuse (Adapté de Y. Han et al. 2019). 

 

 Au niveau réglementaire, le biomatériau, composé de cellules ayant subi une modification 

et agrémenté d’une matrice 3D est considéré comme un MTI issu de l’ingénierie tissulaire. Les 

cellules issues du biomatériau doivent bien entendu être produites selon les BPF. Afin que le 

biomatériau soit validé et commercialisé, sa matrice 3D doit au préalable avoir obtenu une 

Autorisation de Mise sur le Marché (AMM) (European Medicines Agency 2018). 

 Une étude publiée en 2019 a retracé les essais cliniques utilisant des CSM sur une plage 

de 14 années allant de de 2004 à 2018 (Kabat et al. 2019). Cette investigation a pu révéler que 

les pathologies les plus répandues pour les essais consacrés aux CSM étaient dans les 

domaines : 

- Neurologique 

- Osseuse et cartilagineuse 

- Cardiovasculaire 
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 Plus récemment, après analyse des essais cliniques répertoriés sur Clinical Trials utilisant 

des CSM à des fins d’ingénierie tissulaire, nous pouvons témoigner du faible nombre d’études 

comparées à celles entreprises en thérapie cellulaire (58 versus 1208 en ocotbre 2021). Ces 

essais cliniques sont mis en place pour envisager des applications articulaires, de reconstruction 

mandibulaire, labiale et palatine, de régénération tendineuse et osseuse ou encore de 

rétablissement de tissu myocardique. Ceci montre bien que les CSM sont encore aujourd’hui 

utilisées pour un vaste champ d’applications cliniques en ingénierie tissulaire. 

 Ainsi pour la suite de cette partie concernant l’ingénierie tissulaire, nous nous focaliserons 

sur un seul de ces domaines : l’utilisation de CSM pour la régénération cartilagineuse/ osseuse. 

 

a. Physiopathologie du cartilage  

 Le cartilage articulaire permet d’assurer la mobilité des articulations et se situe entre deux 

pièces osseuses. Ce tissu est composé d’un seul type cellulaire : le chondrocyte. Ce cartilage 

hyalin est avasculaire et est principalement composé d’une matrice de collagène de type II et 

de protéoglycanes : les agrécanes. Le glissement exercé avec l’os, la rigidité ainsi que la 

résistance du cartilage sont principalement dus à l’eau et au collagène (Ulrich-Vinther et al. 

2003). 

 La différenciation cellulaire du chondrocyte peut conduire à un tissu osseux. Celle-ci 

commence par la différenciation de CSM en chondrocyte via le facteur de transcription (SRY)-

box 9 (Sox 9). Ces mêmes chondrocytes peuvent ensuite se différencier en chondrocytes pré-

hypertrophiques par l’activation du facteur de transcription Runt-related transcription factor 2 

(Runx2) et la présence du collagène de type X puis finir en chondrocytes hypertrophiques. Si 

cette différenciation se met en place jusqu’à la dernière étape, un phénotype ostéoblatique et 

une transformation du cartilage en os vont apparaître et ainsi une perte de la mobilité du 

cartilage va émerger (figure 19) (Hata et al. 2017). 
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Figure 19 Etapes de la différenciation cellulaire chondrocytaire. La différenciation chondrocytaire débute par 

une condensation mésenchymateuse puis grâce au facteur de transcription Sox9 les cellules prolifèrent et se 

différencient en chondrocytes exprimant du collagène de type II (Col II) ainsi que des aggrécanes. La seconde 

étape est initiée par le facteur de transcription Runx2 est permet une différenciation en chondrocyte pré-

hypertrophique exprimant du collagène de type X (Col X). Si cette différenciation continue, des chondrocytes 

hypertrophiques émergent (Adapté de Hata et al. 2017). 

 

 Le problème qui se pose est le faible potentiel de régénération de ce tissu. Si une perte de 

l’homéostasie de celui-ci est observée, des lésions apparaissent sans retour à l’originel. 

Différentes lésions cartilagineuses peuvent en résulter, elles sont potentiellement dues à des 

pathologies inflammatoires comme la polyarthrite rhumatoïde, des pathologies métaboliques 

ou dégénératives ou encore dues à des traumatismes (Demoor et al. 2014). Ces lésions peuvent 

être classées selon leur grade (figure 20). Le premier type montre une suspicion d’arthrose avec 

de faible lésions du cartilage, le second laisse apparaître un début de dislocation du cartilage 

qu’on appellera lésions chondrales, le troisième type est associé à une arthrose modérée avec 

lésion du cartilage et une atteinte de l’os, que l’on appellera lésions ostéochondrales. Pour finir 

le quatrième type est classé comme une arthrose grave au vu d’une perte de cartilage de 60% 

ainsi qu’une forte atteinte de l’os (Kellgren and Lawrence 1957). 

 Les traitements utilisés aujourd’hui pour des lésions cartilagineuses sont assez restreints. 

En première intention, des antalgiques, des anti-inflammatoires, des analgésiques ou des 

injections intra-articulaires d’acide hyaluronique sont mises en place. Actuellement, aucune des 

thérapies développées ne permet de régénérer un cartilage suffisamment fonctionnel et dans les 

stades avancés de la pathologie, la chirurgie par pose de prothèse reste la seule alternative. 
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Figure 20 Progression de lésions cartilagineuses et/ou osseuses du genou selon les différents stades (de I à IV) de 

la classification de Kellgren et Lawrence (Kellgren and Lawrence 1957). 

 

b. Ingénierie tissulaire des CSM pour des lésions cartilagineuses  

 

Du fait de leurs propriétés de différenciation, les CSM se voient comme d’excellentes 

candidates pour produire in vitro un néo-tissu cartilagineux pouvant par la suite être implanté 

chez le patient.  

 

Depuis plusieurs années, des équipes de recherches internationales étudient le potentiel 

de reconstruction du cartilage à l’aide de CSM de différentes sources. Des CSM endogènes 

peuvent être mises à profit pour la régénération du cartilage grâce à la chirurgie de micro-

fractures. Le principe est de percer quelques trous dans l’os sous-chondral pour permettre la 

sortie des CSM de la moelle osseuse, ainsi qu’un cocktail de molécules supportant cette 

régénération. Les résultats montrent que cette technique permettrait de soulager la douleur post-

opératoire. Toutefois des limites apparaissent, les résultats ont montré une formation d’un tissu 

fibreux instable, de plus elle n’est privilégiée que pour des lésions cartilagineuses de petite 

taille. 

Il est aussi possible d’utiliser de la thérapie cellulaire à partir de CSM exogènes issues 

de moelle osseuse, de tissu adipeux ou d’autres sources. Ainsi, les CSM peuvent être injectées 

directement dans la lésion, en intra-articulaire. Les résultats laissent apparaitre la formation 

d’un tissu semblable à du cartilage hyalin. Toutefois, ce procédé semble permettre la migration 
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des cellules vers plusieurs autres tissus de l’organisme (Tuan, Boland, and Tuli 2002; Le et al. 

2020). 

De ce fait, ces techniques engendrent une cicatrisation partielle avec une matrice de 

mauvaise qualité. C’est pourquoi l’implantation des CSM dans un biomatériau semble être une 

meilleure alternative pour combler des lésions chondrales et ostéochondrales. Les CSM 

ensemencées dans un biomatériau avec une fonctionnalisation vont permettre, ensemble, une 

différenciation cellulaire permettant d’aboutir à un phénotype chondrocytaire et à la synthèse 

d’une matrice extracellulaire fonctionnelle sur le plan mécanique (Chao, Grayson, and Vunjak-

Novakovic 2007; Jacob, Shimomura, and Nakamura 2020). 

 

c. Le biomatériau 

 En ingénierie tissulaire, l’environnement tridimensionnel ou biomatériau est fondamental 

pour soutenir les cellules et ainsi leur créer un environnement favorable à la différenciation ou 

le maintien du phénotype et par conséquence à synthèse d’une matrice extracellulaire mimant 

celle du tissu natif. Il est nécessaire que ce biomatériau soit biodégradable, biorésorbable, non 

immunogène et non toxique afin de permettre la mise en place d’une matrice fonctionnelle qui 

résiste aux contraintes mécaniques (Kuo and Tuan 2003). 

 Il apparaît que le biomatériau et son environnement soient plus physiologiques pour les 

cellules et amélioreraient leur survie après transplantation. Cette technique de culture est de 

plus en plus utilisée dans le domaine de l’ingénierie tissulaire, notamment car la structure 3D 

du biomatériau permet aux CSM de se différencier en cellule spécialisée (Cesarz and Tamama 

2015). Grâce aux progrès technologiques, ces biomatériaux peuvent être conçus par impression 

3D, couche par couche. (Wu et al. 2019; Messaoudi et al. 2020). 

 La composition du biomatériau peut varier, il est possible de trouver des biomatériaux 

naturels ou synthétiques. Plusieurs études utilisent un biomatériau avec, pour composante 

cellulaire, des cellules souches/stromales mésenchymateuses. En septembre 2021, 19 essais 

cliniques répertoriés sur Clinical Trials utilisent un biomatériau naturel de collagène composé 

de CSM. Toutefois, d’autres biomatériaux naturels sont confectionnés dans le domaine de 

l’ingénierie tissulaire des CSM, ils peuvent être constitués d’acide hyaluronique, d’alginate ou 

bien de chondroïtine sulfate. Des biomatériaux synthétiques sont aussi élaborés avec l’ajout de 

CSM, notamment avec des polymères comme le Poly-ξ-caprolactone (PCL), l’acide poly-

lactique-co-glycolique (PLGA) ou le phosphate tricalcique (β-TCP) composé de sels de calcium 

(Leo and Grande 2006; Won et al. 2016; Xu et al. 2019). Un seul essai clinique a été rapporté 
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comme utilisant un biomatériau synthétique de PLGA combiné à des CSM-MO autologues 

dans le but de traiter des kystes osseux anévrismal (donnée issue du site Clinical Trial et 

répertoriée en septembre 2021). 

 Différentes techniques de fabrication peuvent être mises en œuvre afin de réaliser ces 

biomatériaux. Les procédés de fabrication les plus courants sont en hydrogel, en éponge ou en 

maillage (G. Chen, Ushida, and Tateishi 2000; 2001; Almouemen, Kelly, and O’Leary 2019). 

 

d. La fonctionnalisation 

 Afin de rendre fonctionnel le néo-tissu, la fonctionnalisation du complexe cellules-

biomatériau est indispensable. Elle permet ainsi de reproduire les conditions physiologiques 

dans lesquelles se trouve le tissu cartilagineux. 

 Cette fonctionnalisation peut se faire de différentes façons, par l’ajout de facteurs de 

croissance comme le TGF-β, la BMP de type II, le FGF ou l’insulin like growth factor-one 

(IGF-1). Ces facteurs de croissance sont les plus utilisés pour l’ingénierie tissulaire du cartilage 

puisqu’ils font partie de la classe des morphogènes et posséderaient alors un potentiel 

chondrogénique (Correa and Lietman 2017). 

 La fonctionnalisation peut aussi être effectuée par la mise en place de contraintes 

mécaniques comme des contraintes de compression, d’étirement, de cisaillement ou de 

déformation. Ces différentes contraintes ont des effets sur la fonctionnalité de la matrice des 

cellules et donc sur le développement tissulaire (Dado and Levenberg 2009). 

 De nombreuses recherches ont déjà été publiées sur le sujet et les résultats semblent 

encourageants. Cette régénération du cartilage a pu être étudiée in vitro avec des CSM issues 

de nombreuses sources, intégrées dans différents types de biomatériaux. Comme l’a montré 

l’équipe de Ponticiello et al, avec des CSM issues de moelle osseuse cultivées dans un 

biomatériau en éponge de gélatine (Ponticiello et al. 2000). Tandis que d’autres laboratoires 

utilisent des hydrogels constitués d’alginate et d’acide hyaluronique avec des CSM originaires 

de la moelle osseuse (Schiavi et al. 2012) ou de la gelée de Wharton (Aleksander-Konert et al. 

2016). Bien d’autres exemples peuvent être cités, comme l’utilisation de CSM de tissus adipeux 

cultivées en sphéroïdes constitués de chitosan et hyaluronane (G.-S. Huang et al. 2014). Les 

résultats issus de ces multiples études affirment que les CSM cultivées dans ces différents 

biomatériaux génèrent un environnement favorable à leur différenciation chondrocytaire. 
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 D’autres expérimentations ont aussi été pratiquées, in vivo, sur différents modèles 

animaux comme chez le rat avec des CSM du liquide synovial incorporées dans des éponges 

de collagène (Neybecker et al. 2018), ou encore avec des CSM du liquide arthrosique dans un 

biomatériau composé d’un hydrogel constitué de poly(éthylène glycol) diacrylate et d’acide 

hyaluronique (J. Li et al. 2018). Des investigations ont aussi été faites dans des modèles 

animaux de plus grande taille comme chez le lapin (Khalilifar et al. 2019), le chien (Sasaki et 

al. 2019) ou encore le mouton avec des CSM humaines issues de la moelle osseuse et cultivées 

dans un biomatériau d’alginate enrichi en acide hyaluronique (Keller et al. 2019; Music, 

Futrega, and Doran 2018). Tous ces résultats tendent à montrer que les CSM sont capables de 

promouvoir la réparation du cartilage in vivo. 

 Pour conclure, l’ingénierie tissulaire des CSM apparaît prometteuse pour la régénération 

du cartilage et même de l’os sous-chondral. La greffe allogénique semble être une alternative à 

la seule condition que les propriétés immunomodulatrices des cellules soient maintenues au 

cours de la différenciation. 

2. Applications en thérapie cellulaire 

 Les CSM ont été utilisées de nombreuses fois en ingénierie tissulaire grâce à leur potentiel 

de régénération mais elles peuvent aussi être exploitées en thérapie cellulaire. Ce qui signifie 

d’utiliser des cellules humaines seules à des fins thérapeutiques en l’occurrence ici les cellules 

souches/stromales mésenchymateuses.  

 

a. Thérapie à base de cellules souches/stromales mésenchymateuses pour la GvH, 

le sepsis et la COVID-19 

 

 Les CSM pourraient être utilisées dans de nombreuses pathologies en clinique. Depuis 

plusieurs années, les chercheurs s’intéressent à l’utilisation de CSM en conditions autologues 

mais aussi allogéniques dans différents types de pathologies. Dans cette partie nous décrirons 

3 pathologies distinctes dans lesquelles l’utilisation des CSM apparaît bénéfique : la maladie 

du greffon contre l’hôte (GvH), le sepsis et la COVID-19. 

 Les CSM sont très étudiées afin d’être employées dans la GvH. Cette pathologie est la 

première complication survenant après allogreffe de cellules souches hématopoïétiques, et 

survient dans 30 à 50% des cas une réaction de GvH aiguë. L’incidence de la maladie du greffon 

contre l’hôte chronique est de 14% et n’apparaît que plus tardivement. La GvH aiguë 
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correspond à l’attaque des tissus sains du receveur (foie, peau, tube digestif, intestin lésés par 

le conditionnement) par les LT du donneur. La première ligne de traitement est la 

corticothérapie systémique. Cependant certaines GvH aiguës sont cortico-résistantes et 

nécessitent l’ajout d’autres lignes de traitements comme les immunosuppresseurs. Par leurs 

propriétés immunomodulatrices, les CSM apparaissent être une bonne alternative. Dans le cas 

de cette pathologie, les CSM sont utilisées en situation allogénique. Elles sont préalablement 

congelées, ce qui permet une utilisation rapide. De nombreuses études peuvent être citées 

concernant l’utilisation de CSM dans le cas de la maladie du GvH. La plupart de ces études 

répertoriées utilisent des CSM issues de la moelle osseuse (Godoy et al. 2019; Elgaz et al. 

2019). En 2008, l’équipe de Le Blanc et al a traité des patients résistants aux stéroïdes par 

injection de CSM-MO allogéniques avec en moyenne 1,4x106 cellules/kg de patients. Parmi les 

55 patients, 30 ont résolu complètement leur GvH et 9 patients ont amélioré leur GVH sans la 

résoudre totalement (réponse partielle) (Le Blanc et al. 2008). Une autre étude, plus récente, a 

montré les bénéfices de l’utilisation de CSM-MO enrichies à partir de ponction de moelle 

osseuse dans des cas de GvH réfractaires aux stéroïdes. Ces chercheurs ont pu prouver la 

sécurité ainsi que l’absence de toxicité de l’injection d’un pool de CSM-MO sur une cohorte de 

69 patients. Les résultats de cette études étaient encourageants puisque 83% des patients étaient 

en rémission complète ou partielle 28 jours après leur injection (Bader et al. 2018). 

 Pour finir, une étude exclusivement pédiatrique a pu montrer l’effet bénéfique de 

l’injection de CSM avec une amélioration des atteintes cutanées, des symptômes gastro-

intestinaux ainsi que de la fonction hépatique (Ball et al. 2013). 

 Toutes ces investigations démontrent que les CSM ont un réel effet thérapeutique dans le 

cas de la maladie du greffon contre l’hôte et qu’il est nécessaire de continuer les recherches 

cliniques à base de CSM dans le cas de cette pathologie. 

 

 Les CSM sont aussi étudiées dans le but d’être utilisée chez des patients en sepsis. A ce 

jour, aucun traitement ne semble efficace pour lutter contre cette pathologie. Par définition, le 

sepsis est caractérisé par une ou plusieurs dysfonctions d’organes engendrées par une réponse 

dérégulée de l’hôte due à une infection prouvée ou suspectée et menaçant le pronostic vital. Ces 

dysfonctions sont évaluées par des critères cliniques et biologiques grâce au score Sepsis-

related Organ Failure Assessment (SOFA) ≥2. 

 La physiopathologie du sepsis est un processus très complexe qui altère l’homéostasie du 

système immunitaire conduisant à la fois à une suractivation et à une suppression de la réponse 

immunitaire (figure 21). D’autres dérégulations sont associées comme une coagulation 
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augmentée, un dysfonctionnement cellulaire avec une incapacité à éliminer les agents 

pathogènes et la présence de lésions organiques (Remick 2007). 

 
Figure 21 Mécanismes d’immunosuppression induits par le sepsis. Cette réponse immunitaire est complexe et 

varie dans le temps. Cytomégalovirus CMV ; Pathogen Associated Molecular Patterns PAMP (Adapté de Venet 

and Monneret 2018) 

 

 Le choc septique quant à lui est défini par des perturbations circulatoires, cellulaires et 

métaboliques profondes. Le pronostic vital du patient est engagé dans cette phase ultime que 

constitue le choc septique.  Les critères cliniques nécessitent de recourir à un traitement par 

vasopresseur en dépit d’un remplissage vasculaire adéquat (Lemarié and Gibot 2020). 

Grâce à leurs propriétés immunomodulatrices, la thérapie cellulaire utilisant les CSM 

apparait aujourd’hui comme une alternative très intéressante pour traiter le sepsis mais aussi la 

COVID-19. Ces cellules pourraient moduler l’inflammation sans accentuer l’immunoparalysie. 

Ainsi, dans un contexte d'anergie cellulaire, elles pourraient présenter un phénotype pro-

inflammatoire (CSM 1), permettant de réduire l'apoptose et de favoriser la survie des 

lymphocytes T. En revanche, en cas d'inflammation, ils pourraient adopter un phénotype 

immunosuppresseur et anti-inflammatoire (CSM 2). Ce changement de phénotype dépend 

principalement du niveau de l'environnement inflammatoire dans lequel se trouve le patient 

(figure 22).  
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Figure 22 Physiopathologie du sepsis et rôle des cellules souches/stromales mésenchymateuses dans son 

traitement. Dans le sepsis, la prise en charge thérapeutique doit pouvoir s'adapter au contexte inflammatoire dans 

lequel se trouve le patient et, dans le même temps, améliorer les défaillances d'organes. La capacité des CSM 

moduler son phénotype peut s’avérer intéressante dans cette pathologie. En effet, en fonction du contexte 

inflammatoire, les CSM peuvent adopter soit un phénotype CSM 1 (pro-inflammatoire) soit CSM 2 (anti-

inflammatoire) (Adapté de Laroye et al. 2020) 

 

 De plus, les CSM possèdent une action antibactérienne.  Elles ont également la capacité 

de migrer vers les organes lésés et d’y exercer un effet pro-angiogénique et anti-apoptotique 

afin de stabiliser les dysfonctions d’organe. Associées aux propriétés immunitaires, cela semble 
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permettre de contrer la défaillance d’organe ainsi que la mortalité dues à un choc septique 

(Laroye et al. 2017). 

 Pour appuyer ces théories, des études ont été menées au sein de notre équipe avec injection de 

CSM-MO ou de cordon ombilical dans un modèle murin de choc septique induit par la méthode 

de ligature et ponction du cæcum (CLP). Les résultats ont montré que seules les CSM-GW 

décongelées permettaient d’améliorer significativement la survie des animaux ainsi que la 

clairance bactérienne (Laroye, Boufenzer, et al. 2019).  Une étude réalisée dans un modèle 

porcin de péritonite sévère a permis de montrer l’effet des CSM-GW décongelées sur 

l’amélioration significative des paramètres hémodynamiques, le retard à l’injection des 

catécholamines pour le maintien de la pression artérielle et l’amélioration des fonctions 

d’organes (pulmonaires, rénales, etc.., l’ensemble ayant un impact sur l’amélioration de la 

survie (Laroye et al. 2018). 

Une étude élaborée chez l’Homme, a montré que l’injection de CSM chez des patients en choc 

septique était bien tolérée, et qu’aucune augmentation de médiateurs pro-inflammatoires et des 

marqueurs du dysfonctionnement organique n’a été détecté. De plus, il semblerait que 

l’inoculation de CSM ait permis d’atténuer certaines cytokines pro-inflammatoires (Schlosser 

et al. 2019). 

 Ces résultats seraient donc encourageants pour améliorer la prise en charge des patients 

en sepsis ou choc septique, même si d’autres recherches doivent être consacrées pour 

comprendre la biologie des CSM dans cette pathologie. 

 

 Plus récemment, les CSM été mises à l’essai dans le Syndrome de Détresse respiratoire 

aigüe de la COVID-19 engendré par le virus SARS-CoV-2.  

Les cas graves de COVID-19 rapportent des mécanismes lésionnels similaires au choc septique, 

ils se caractérisent par une augmentation de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, une 

réponse cellulaire immunitaire aberrante, des indices de coagulation anormaux, des lésions 

d’organes ainsi qu’une insuffisance respiratoire et cardiovasculaire, tout cela pouvant conduire 

au décès du patient (Fanping Meng et al. 2020). A ce jour, aucun traitement antiviral n’est 

efficace pour traiter cette pathologie, les corticoïdes et certains anticorps monoclonaux anti-

cytokines ayant permis une amélioration clinique. C’est pourquoi de nombreux chercheurs se 

penchent sur l’utilisation des CSM pour en diminuer les conséquences. Ceci semble possible 

car les CSM ont la capacité de moduler le système immunitaire innée mis en jeu par les LT 

CD4 et CD8, les cellules dendritiques, les macrophages et les cellules NK mais aussi par la 

sécrétion de facteurs solubles. Parallèlement au choc septique, l’inflammation due à la COVID-
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19 engendre un relargage cytokinique, ainsi les CSM semblent alors capables de diminuer ce 

relargage et pourrait être un traitement favorable pour cette pathologie émergente. Au vu de ce 

qu’il a été observé et décrit précédemment quant au piégeage pulmonaire induit après migration 

des CSM administrées par voie intraveineuse, celles-ci semblent bénéfiques en ce qui concerne 

des pathologies pulmonaires comme la COVID-19 (Yadav et al. 2020; Golchin, Seyedjafari, 

and Ardeshirylajimi 2020; Jeyaraman et al. 2021). 

En septembre 2021, 84 essais cliniques sont répertoriés sur le site Clinical Trials sous le nom 

« COVID-19 and mesenchymal stem cell ». De nombreux essais ont été également été réalisés 

en Chine et répertoriés sur le registre chinois des essais cliniques. Ceci montre bien l’intérêt 

porté à l’application de ces cellules dans cette pathologie. 

 Des premiers résultats ont montrés, après injection de CSM dérivées de la gelée de 

Wharton chez des patients atteints de la COVID-19, des réductions de l’inflammation sans 

aucune complication grave (Saleh et al. 2021; Lanzoni et al. 2021). 

 

 Toutes ces études attestent bien des effets thérapeutiques des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses issues de sources différentes et ce dans des pathologies telles que la GvH, 

la sepsis, la COVID-19 et bien d’autres. 

 

b. Thérapies commercialisées à base de CSM 

 Aux vues des recherches menées sur les CSM, celles-ci apparaissent bénéfiques lors de 

leur utilisation en clinique. Cela est particulièrement vrai pour ces quelques pathologies pour 

lesquelles les CSM ont été approuvées et commercialisées dans certains pays (Gao et al. 2016; 

Mebarki et al. 2021). 

 Un traitement pour l’arthrose dégénérative est commercialisé en Corée (Cartistem). Ce 

traitement utilise des CSM allogéniques dérivées du sang de cordon ombilical et est administré 

dans la lésion à la posologie de 2,5x 106 cellules/500 µl/cm2 de défect cartilagineux. Un autre 

traitement est commercialisé en Corée, pour traiter les fistules engendrées par la maladie de 

Crohn (Cupistem). Il utilise des CSM autologues dérivées du tissu adipeux. 

 D’autres traitements sont commercialisés pour la maladie du Greffon contre l’hôte 

(Prochymal Remestemcel-L/ Ryoncil) au Canada et en Nouvelle-Zélande, qui est composé de 

CSM-MO allogéniques issues d’un donneur non apparenté. Il est injecté en IV à raison de 2x106 

cellules/kg de patient. Au Japon Temcell est vendu pour traiter la GvH, ce traitement est 
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constitué d’un pool de CSM-MO issues de différents donneurs. Il est administré de la même 

manière et à la même dose que Ryoncil. 

 En Europe, une autorisation de mise sur le marché a été accordée pour un traitement à 

base de cellules souches adipeuses pour les fistules anales complexes chez les adultes atteints 

de la maladie de Crohn (Alofisel). Il est composé de 30 millions de cellules par flacon à raison 

de 4 flacons par boîte.  

De plus, une désignation orpheline a été accordée par la Commission européenne à Medac 

Gesellschaft für klinische Spezialpräparate mbH, (Allemagne) pour le traitement de la GvH, 

via l’utilisation de CSM dérivées de moelle osseuse. 

 

 Encore aujourd’hui, en octobre 2021, 1332 essais cliniques sont répertoriés sous le 

nom « cellules souches mésenchymateuses ». Comme nous avons pu le voir tout au long de 

cette partie, les CSM sont profitables dans les domaines de l’ingénierie tissulaire et de thérapie 

cellulaire. 
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Objectifs 

 

 A travers l’état de l’art, il apparaît que les conditions d’expansion impactent les propriétés 

des CSM et que les signaux que ces cellules perçoivent au cours de cette étape d’amplification 

peuvent modifier leur différenciation, leurs propriétés immunomodulatrices et migratoires. 

Dans ce travail de thèse, nous souhaitons mesurer le bénéfice d’un préconditionnement de 

CSM-GW pour une application en médecine régénérative, que ce soit pour l’ingénierie 

tissulaire ou la thérapie cellulaire. 

 Pour cela, nous avons étudié, dans un premier temps, un contexte d’ingénierie tissulaire 

appliqué au cartilage (figure 23). Cette première étape a été réalisée dans le cadre d’un projet 

ANR et consistait à évaluer le maintien des propriétés immunomodulatrices des CSM-GW 

lorsque ces dernières sont amenées à se différencier dans un modèle de culture 3D. Ce 

biomatériau issues de BPF était composé d’un hydrogel d’alginate enrichi en acide 

hyaluronique. Dans la mesure où ces biomatériaux contenant les CSM seront utilisés en 

conditions allogéniques avec potentiellement une dominante inflammatoire, nous avons mimé 

in vitro un contexte inflammatoire avec de l’Interféron-gamma et du Tumor Necrosis alpha 

ajoutés à la culture pendant 48h à différents temps de la différenciation. Cela nous a permis 

d’évaluer la réponse des CSM à ce préconditionnement et de savoir si dernier perturbait 

le potentiel de différenciation des cellules. 

 La suite de notre travail s’est ensuite orientée vers la thérapie cellulaire et plus 

spécifiquement vers l’impact d’un préconditionnement sur les propriétés immunomodulatrices 

et migratoires des CSM-GW utilisables pour des applications de thérapie cellulaire comme le 

sepsis/choc septique. Au cours de la culture cellulaire, de nombreux paramètres sont à prendre 

en compte (densité d’ensemencement, teneur en oxygène, niveau de confluence…) pour 

optimiser le rendement de la production sans altérer ni le phénotype cellulaire ni leurs fonctions. 

S’il est maintenant reconnu que certains facteurs physiques, comme la teneur en oxygène, 

modifient la plasticité des cellules, peu d’informations sont publiées sur l’impact de la 

confluence sur le phénotype immunomodulateur et migratoire des CSM-GW. La deuxième 

étape de ce travail a donc été d’analyser les effets de la confluence cellulaire sur le phénotype 

immunomodulateur et migratoire des cellules. 
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 Enfin, dans la troisième et dernière étape de notre projet, nous sommes partis du constat 

que les équipes qui fonctionnalisaient des CSM par préconditionnement pour une application 

donnée centraient toujours leur recherche sur les fonctions attendues chez les CSM pour cette 

application. En revanche, l’impact du préconditionnement sur la capacité des CSM à migrer 

vers le site d’intérêt n’est jamais pris en compte y compris lorsque les CSM doivent être 

injectées en IV. Nous avons donc tenu à étudier différents préconditionnements cellulaires 

pouvant être utilisés pour fonctionnaliser les CSM dans une application de sepsis et voir 

comment ces préconditionnements modulaient les propriétés immunomodulatrices et 

migratoires des cellules.  Les préconditionnements utilisés étaient ceux déjà décrits dans la 

littérature pour cette application à savoir : l’acide polyinosinique-polycytidylique (Poly I :C), 

le Lipopolysaccharide (LPS) ou encore le couple Interféron-gamma et Tumor Necrosis alpha. 

Nous avons également voulu comparer la réponse des cellules à ces préconditionnements 

connus pour booster les propriétés immunomodulatrices des cellules à un préconditionnement 

avec du Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) décrit, plutôt, pour favoriser les propriétés 

migratoires. 

 

 
 

Figure 23 Représentation schématique des différents objectifs de la thèse. 
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Résultats 

 

I- Etude des propriétés immunomodulatrices pendant la 

différenciation chondrocytaire des cellules souches/ stromales 

mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton 

 
Article 1 Are the Immune Properties of Mesenchymal Stem Cells from Wharton’s Jelly 

Maintained during Chondrogenic Differentiation? 

 

Charlotte Voisin, Ghislaine Cauchois, Loïc Reppel, Caroline Laroye, Laetitia Louarn, Chantal 

Schenowitz, Paulin Sonon, Isabelle Poras, Valentine Wang, Edgardo D. Carosella, Nadia 

Benkirane-Jessel, Philippe Moreau, Nathalie Rouas-Freiss, Danièle Bensoussan and Céline 

Huselstein  

J. Clin. Med. 2020, 9, 423; doi:10.3390/jcm9020423 

Intérêts de l’étude : 

 La première partie de ce projet de thèse est issu du fruit d’une collaboration initiée dans 

le cadre d’un financement de l’Agence National de la recherche (ANR) entre l’Unité de 

Thérapie cellulaire et banque de tissus (UTCT) du CHRU de Nancy, le laboratoire IMoPA, le 

CEA-IMETI de l’Hôpital Saint-Louis de Paris ainsi que l’UMR 1260 de l’INSERM-UNISTRA 

de Strasbourg. L’objectif de ce projet ANR-ATYPiCAL (New Advanced TherapY medicinal 

Product for Cartilage defect treatment with extemporaneous association of a scAffold and 

Wharton’s jelly mesenchymaL stromal cells) est la génération d’un nouveau Médicament de 

Thérapie Innovante pour le traitement des lésions cartilagineuses composé de cellules 

souches/stromales mésenchymateuses issues de la Gelée de Wharton et d’une matrice 

intelligente associées extemporanément. 

Cette étude aborde l’utilisation des CSM issues du cordon ombilical et plus principalement de 

la gelée de Wharton, dans le domaine de l’ingénierie tissulaire. Pour cela, les cellules ont été 

ensemencées en monocouche jusqu’au passage 3 à l’UTCT. A la fin de ce passage 3, les cellules 

sont acheminées au laboratoire pour être ensemencées dans un hydrogel d’alginate enrichi en 

acide hyaluronique (Alg/HA) et cultivées en condition de grade clinique. Cet environnement 

3D est ainsi conçu dans le but d’influencer la différenciation des CSM-GW vers une voie 

chondrocytaire, pour in fine, les utiliser en tant que médicament de thérapie innovante afin de 
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combler et restaurer des lésions cartilagineuses. Les cellules ont été préconditionnées avec de 

l’Interféron-γ et du Tumor Necrosis Factor α pendant 48h avant la fin de leur culture en 

monocouche, ou après 5 ,12, 19 ou 26 jours de culture tridimensionnelle, dans le but de mimer 

un contexte allogénique (figure 24). Aux jours 7, 14, 21 et 28, le potentiel de différenciation 

des CSM-GW a été étudié grâce à des coupes histologiques des biomatériaux et l’ajout de 

colorations au rouge Sirius et bleu Alcian, mais aussi par l’analyse de l’expression des 

collagènes de type I, II et X par cytométrie en flux. La viabilité cellulaire, l’impact du 

préconditionnement et de l’ensemencement en biomatériau ont été étudiés au cours du temps. 

Au niveau du potentiel immunomodulateur, les récepteurs liés à la synapse immunologique des 

CSM-GW ainsi que les molécules clés de l’immunomodulation cellulaire ont été analysés, par 

cytométrie en flux. Les effets paracrines des cellules ont été dosés par technique ELISA. Des 

tests fonctionnels d’immunogénicité et d’immunomodulation en culture mixte lymphocytaire 

ont été entrepris par le laboratoire CEA-IMETI de Paris. Pour terminer, les analyses des 

transcrits des molécules immunomodulatrices HLA-G ont été déterminés par réaction en chaîne 

par polymérase (PCR) par ce même laboratoire. 

 

Figure 24 Méthodologie de culture en monocouche et en biomatériaux des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton. La culture en monocouche est faite à l’Unité de thérapie 

cellulaire et tissulaire (UTCT) de Nancy, du passage 0 (P0) jusqu’à la fin du passage 3 (P3). A la fin du P3, les 

CSM sont ensemencées en biomatériau au laboratoire IMoPA puis sont cultivées pendant 28 jours (de J0 à J28). 

Un préconditionnement à l’IFN-γ et au TNFα est appliqué pendant 48h avant les jours 7, 14, 21 et 28 afin de 

mimer un contexte allogénique. Après chaque préconditionnement, les biomatériaux contenant les CSM sont 

envoyés au CEA-IMETI de Paris afin de les utiliser dans des tests fonctionnels de culture mixte lymphocytaire 

ainsi que pour étudier l’activité transcriptionnelle de la molécule HLA-G. 
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Résultats/ Discussion : 

 Dans cette étude, nous avons principalement montré qu’une prédifférenciation 

chondrogénique s’était mise en place à partir de 28 jours d’ensemencement en biomatériau 

d’Alg/HA. Toutefois, la viabilité cellulaire semblait diminuer au cours de cette différenciation. 

Pour ce qui est des propriétés immunes, le complexe majeur d’histocompatibilité de type II 

(HLA DP DQ DR) n’a jamais été exprimé au cours de la différenciation ni après stimulation à 

l’IFN/TNF. Les checkpoints immunitaires, PDL1, IDO ainsi que la molécule soluble HLA-G 

se sont avérés être exprimées tout au long de la différenciation, avec une diminution au cours 

du temps. Il est apparu que la stimulation à l’IFN et au TNF permettait d’augmenter l’expression 

de ces mêmes molécules. De la même manière, cela a été observé sur la sécrétion de facteurs 

immunomodulateurs comme l’IL6, le PD-L1, la PGE2 et le TGF-β. Pour terminer, nous avons 

observé que les cellules cultivées en monocouche ainsi qu’en biomatériau apparaissaient non 

immunogènes et immunomodulatrices lors de leur usage en culture mixte lymphocytaire.

  

 Les résultats ont montré que la culture des CSM dans un biomatériau d’Alg/HA modulait 

le phénotype immunomodulateur et/ou l'activité paracrine des CSM en voie de différenciation 

chondrocytaire (chondro-CSM). Même si le phénotype immunomodulateur semblait diminué, 

nous avons montré qu’après un engagement des CSM-GW dans la voie chondrocytaire, ces 

dernières étaient capables de diminuer l'activation des cellules immunitaires et de créer un 

environnement immunomodulateur propice à un contexte allogénique. Ainsi les CSM-GW 

ensemencées en biomatériau d’Alg/HA pourraient être utilisées en médecine régénérative dans 

un contexte allogénique dans le but de combler des lésions cartilagineuses. Des 

expérimentations in vivo font actuellement l’objet d’une nouvelle étude dans l’intention 

d’utiliser ces chondro-CSM en tant que médicament de thérapie innovante. 
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Abstract: Background: Umbilical mesenchymal stem/stromal cells (MSCs), and especially 

those derived from Wharton’s jelly (WJ), are a promising engineering tool for tissue repair in 

an allogeneic context. This is due to their differentiation capacity and immunological 

properties, like their immunomodulatory potential and paracrine activity. Hence, these cells 

may be considered an Advanced Therapy Medicinal Product (ATMP). The purpose of this 

work was to differentiate MSCs from WJ (WJ-MSCs) into chondrocytes using a scaffold and 

to evaluate, in vitro, the immunomodulatory capacities of WJ-MSCs in an allogeneic and 

inflammatory context, mimicked by IFN-γ and TNF-α priming during the chondrogenic 

differentiation. Methods: Scaffolds were made from hydrogel composed by alginate enriched 

in hyaluronic acid (Alg/HA). Chondrogenic differentiation, immunological function, 

phenotype expression, but also secreted soluble factors were the different parameters followed 

during 28 days of culture. Results: During chondrocyte differentiation, even in an allogeneic 

context, WJ-MSCs remained unable to establish the immunological synapse or to induce T 

cell alloproliferation. Moreover, interestingly, paracrine activity and functional 
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immunomodulation were maintained during cell differentiation. Conclusion: These results 

show that WJ-MSCs remained hypoimmunogenic and retained immunomodulatory properties 

even when they had undergone chondrocyte differentiation. 

Keywords: mesenchymal stem/stromal cells; immunomodulation; cell differentiation; 

allogeneic context; Advanced Therapy Medicinal Product 

 

J. Clin. Med. 2020, 9, 423; doi:10.3390/jcm9020423 www.mdpi.com/journal/jcm 

1. Introduction 

 

For several years, regenerative medicine and tissue engineering (TE) have been hot fields in 

basic and clinical research. They rely on the replacement, repair, or restoration of injured tissue 

using scaffolds associated with stem cells [1]. Human mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) 

seem very promising in this area for regenerating non-functional tissues because of their 

differentiation properties (adipocytes, chondrocytes, or osteocytes) [2–4]. 

First isolated from bone marrow in 1976 by Friedenstein, MSCs are described as 

fibroblastic cells of a mesodermal origin. Nowadays, MSCs can be isolated from a variety of 

other tissues including periosteum, trabecular bone, adipose tissue, synovial membrane, skin, 

or skeletal muscles [3]. They can also be found in fetal tissues like the placenta or the 

conjunctive tissue of the umbilical cord matrix, named Wharton’s jelly (WJ) [5]. Although 

Wharton’s jelly mesenchymal stem/stromal cells (WJ-MSCs) share similar characteristics with 

MSCs from adult tissues, they have higher proliferation potential, can differentiate in a large 

number of cells [6], and seem more immature based on their immunological properties. All 

these advantages make WJ a virtually inexhaustible source of stem cells, especially for 

allogeneic TE therapies. Furthermore, their sampling is neither invasive nor iatrogenic 

compared to adult tissue. 

For degenerative osteoarthritic (OA) diseases, a therapeutic option could be the regeneration 

of cartilage defects. Thus, TE is a promising alternative that involves the development of 

biological substitutes composed of cells embedded into natural or synthetic scaffolds. Cartilage 

TE is based on three main aspects: the cell source, a three-dimensional (3D) framework that 

mimics the physiological environment of the tissue, and, finally, complete functionalization to 

reach the expected biological functions [7]. Regarding the cell source, MSCs, thanks to their 

ability to differentiate into various cells, are good candidates to differentiate in a 3D 

environment [8]. Indeed, a 3D environment is necessary to create an effective chondro-

differentiation, most often using scaffolds. These scaffolds should be biodegradable or 

bioresorbable, biocompliant, non-immunogenic, and non-toxic for clinical use. Many types of 

scaffold can be built, like hydrogel, sponge, or mesh. They can be natural (alginate, hyaluronic 

acid, collagen, and fibrin) or synthetic (poly lactic-co-glycolic acid (PLGA) or 

polycaprolactone (PCL)). In this work, we chose to use alginate (Alg), a monophasic 

biomaterial that seems to provide an advantageous environment for chondrogenic 

differentiation. Alginate is a polysaccharide with a chemical structure composed of mannuronic 

acid (M) and guluronic acid (G); it can be mixed with an extracellular matrix component like 

hyaluronic acid (HA), a cartilage matrix component [9,10]. Functionalization may be achieved 

by adding growth factors such as Type 2 Bone Morphogenic Protein (BMP2) or Transforming 

Growth Factor-β (TGF- β) [9–12]. 

More recently, MSCs have been studied for their immunomodulatory properties. These cells 

can escape from the recipient’s immune system and modulate it, allowing their use in an 
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allogeneic context. The immune properties of MSCs rely on three main mechanisms: the arrest 

of the cell cycle of immune cells at the G1 phase, a direct interaction of MSCs with immune 

cells, and a paracrine effect. They express neither major histocompatibility complex class II 

(MHC-II) nor the costimulatory molecules: CD80, 86, and 40, which are important molecules 

of the immunological synapse. Consequently, they are not recognized by CD4+ T lymphocytes 

and cannot activate T cells [13–15]. It was also reported that MSCs have anti-inflammatory 

properties in a pro-inflammatory context in the presence of Interferon-γ 

(IFN-γ). This immunosuppressive activity is related to the expression of a strong immune 

checkpoint molecule, Programmed Death-Ligand 1 (PD-L1) named CD274 or even B7-H1. 

When these ligands are expressed on the cell surface, they bind to the PD-1 receptor on T cells 

and allow their inactivation. Immunomodulation has also been linked to other molecules such 

as Indoleamine 2,3 dioxygenase 

(IDO). This enzyme (IDO) induces regulatory T cells by depleting tryptophan from the 

extracellular environment, secondarily preventing proliferation of T cells [16]. 

A non-classic HLA class I molecule, i.e., HLA-G (a molecule involved in maternofetal 

tolerance) has been implicated in MSC-mediated immunomodulation by direct (membrane) or 

indirect (soluble) contact [17]. HLA-G molecules expressed by MSCs fulfill an important 

function since the blockade of HLA-G with neutralizing antibodies was shown to reverse the 

ability of MSC to (i) generate the in vitro expansion of CD4+CD25+ FoxP3+ regulatory T cells, 

(ii) inhibit the alloproliferative T cell response, and (iii) suppress the cytotoxic function of 

Natural Killer (NK) cells. These results show that HLA-G molecules actively contribute to the 

immunomodulatory properties exhibited by MSCs [18]. MSCs can secrete many other soluble 

factors, such as growth factors, cytokines, chemokines or immune molecules, to create an 

immunosuppressive environment. These soluble factors will behave as mediators suppressing 

the proliferation of NK or T cells, especially with Prostaglandin E2 (PGE-2), Transforming 

Growth Factor-β (TGF- β) or Hepatocyte Growth Factor (HGF). Moreover, several cytokines, 

like Interleukin 6 and 10 (IL-6 and IL-10), have also been involved in this mechanism, to 

prevent inflammation and the differentiation of dendritic cells. Vascular Endothelial Growth 

Factor (VEGF) was suggested to act in anti-apoptosis and inflammation modulation [15,19]. 

Other soluble molecules and chemokines may also contribute to immunosuppression, among 

them PD-L1, which can be secreted to induce tolerance [20]. 

In this study, we designed a biomaterial using MSCs from Wharton’s jelly as an Advanced 

Therapy Medicinal Product (ATMP). However, the persistence of the immune properties of 

WJ-MSCs during chondrogenic differentiation remains unknown, especially when WJ-MSCs 

are embedded into a scaffold and submitted to an allogeneic context. Therefore, the aim of this 

study was to investigate immunomodulatory properties of this innovative product 

manufactured with WJ-MSCs encapsulated in an alginate-based hydrogel enriched with 

hyaluronic acid (Alg/HA) to guide chondrocyte differentiation. 

2. Experimental Section 

 

2.1. Human Umbilical Cord Collection, Wharton Jelly-Mesenchymal Stem Cell Isolation, 

Expansion, and Conservation 

 

Umbilical cords (n = 7, named C1 to C7) were collected at the Maternity Hospital of Nancy. 

This collection was approved by the Nancy Hospital ethics committee and French Ministry of 

Research (No. DC-2014-2114). All the productions of WJ-MSCs were performed in clinical 

grade conditions with a complete medium containing α-MEM culture medium (Macopharma, 

Mouvaux, France) enriched with 5% Platelet lysate (Macopharma, Mouvaux, France) and 
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according to good manufacturing practices. After brief immersion of the umbilical cord in an 

antibiotic-antifungal solution, it was cut into thin sections and placed in small flasks (Dutscher, 

France) containing a complete medium at 37 ◦C and 5% CO2 under hypoxia conditions (2% of 

O2). The medium was changed after 4 to 5 days. After 10 days, when cell migration was 

observed, cord pieces were removed and the medium changed. 

At the end of Passage 0 (P0), when 80–90% subconfluence was reached, WJ-MSCs were rinsed 

with 

Phosphate Buffered Saline (PBS, Macopharma, Mouvaux, France), detached by trypsin action 

(TrypLe, 

Fischer Scientific, France) and washed by centrifugation. The cells were seeded in Passage 1 

(P1) with a seeding kit (Macopharma, Mouvaux, France) in CellStack culture containing two 

chambers (Macopharma, Mouvaux, France) at a density of 1000 cells per cm2. At the end of 

Passage 2 (P2), WJ-MSCs were frozen in a cryopreservation solution (80% albumin and 20% 

DMSO) and stored in vapor phase nitrogen. For thawing, WJ-MSCs were quickly thawed and 

washed before being cultivated at 37 ◦C under hypoxic conditions, as previously described. 

After reaching 80–90% subconfluence, WJ-MSCs were harvested to be seeded in Alg-based 

hydrogels. This step corresponded to Day 0 (D0) of the chondro-differentiation process. 

2.2. Quality Controls 

2.2.1. Donor Serology and MSC Production Sterility 

Umbilical cords were tested for HIV, HBV and HCV via a serological and nucleic acid test 

(NAT), and for HTLV, Syphilis, EBV, CMV, and toxoplasmosis via serological tests. Cells 

were tested during expansion, at each medium change, trypsinization stage, and before 

cryopreservation with BacT/Alert device (BioMérieux, Marcy-l’Etoile, France), for aerobic 

and anaerobic bacteria absence. 

2.2.2. MSC Characterization 

Before cryopreservation, cells were detached with TrypLe and counted by trypan blue dye 

exclusion. Immunophenotype and viability of WJ-MSCs were performed using flow 

cytometry. Cells were stained with antibodies from the Human MSC Analysis Kit (BD 

Stemflow™, BD Biosciences, San 

Diego, CA, USA), including the MSC positive cocktail (CD90-FITC (Fluorescein 

isothiocyanate), CD105-PerCP-Cy™5.5 (Peridinin Chlorophyll Protein-Cyanin), CD73-APC 

(Allophycocyanine), CD44-PE (phycoerythrin)) and the MSC negative cocktail (CD45-PE, 

CD34-PE, CD11b-PE, CD19-PE and HLA-DR-PE). Seven-Amino-Actinomycin D (7-AAD) 

(BD Biosciences, San Jose, CA, USA) staining 

was also performed as a viability assessment. 

The clonogenic capacity was evaluated using colony-forming unit fibroblast (CFU-F) assays. 

MSCs were seeded in T25 flasks, at 10 and 20 cells/cm2. They had been cultured for 10 days 

in the previously described complete medium. Then, they were washed with PBS, fixed with 

ethanol, stained with a Giemsa solution (Sigma, St. Louis, MO, USA), and rinsed with water. 

A Colony-forming unit fibroblast of more than 50 cells were scored and the percentage of 

clonogenicity was calculated based on the ratio of the number of colonies counted and the 

number of cells seeded. 

Adipogenic and osteogenic differentiations were performed according to the manufacturer’s 

instructions (Differentiation Media BulletKits, Lonza, Switzerland). Calcium mineralization 

was assessed by coloration with Alizarin Red (Sigma, St. Louis, MO, USA), and fluorescent 

staining was performed with AdipoRed™ (Lonza, Basel, Switzerland) to detect lipid droplets, 

which were observed by confocal microscopy. 
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MSC karyotype was performed by the Genetics Laboratory of Nancy Hospital. Mitoses were 

blocked briefly in the metaphase stage by colchicine, and then subjected to a hypotonic and 

fixed shock. 

Standard cytogenetic analysis was performed in quinacrinebanding (QFQ banding). 

2.3. Construction of Scaffolds Seeded with WJ-MSCs for Chondrogenic Differentiation 

 

After the detachment of trypsin-EDTA (0.025%) at P3, WJ-MSCs were washed and seeded, 

according to previous studies [11,21,22], in a solution of GMP grade alginate (Novamatrix, 

Sandvika, Norway) enriched in ultrapure hyaluronic acid (Novamatrix, Sandvika, Norway) in 

a ratio of 4:1 dissolved in 0.9% NaCl. The solution was delivered drop by drop and polymerized 

with CaCl2 in plastic inserts contained in a 24-well plate. Afterwards, scaffolds were put in 

contact with Dubelcco’s Modified Eagle Medium High Glucose (DMEM, Sigma, St. Louis, 

MO, USA) with 1 mM CaCl2. Ten percent clinical grade fetal bovine serum (GEHealthcare, 

HyClone, Fisher Scientific, Illkirch, France), 2mM glutamine, 100 IU/mL penicillin, 100 

µg/mL streptomycin and 2.5 µg/mL amphotericin B were added to this medium. DMEM 

concentrate containing 100 µg/mL sodium pyruvate, 50 µg/mL ascorbic acid, 4 µg/mL L-

proline, and 10 nM dexamethasone was also added to the medium. Scaffolds were incubated in 

hypoxic conditions (5% CO2 and 2% O2) at 37 ◦C; the medium was changed twice a week until 

Day 28 (D28) of the culture. During these days of differentiation, cells were called chondro-

MSCs. After 14 (D14) and 28 (D28) days of culture in scaffolds, the cells were extracted from 

the hydrogel scaffolds using 55 mM sodium citrate (Sigma, St. Louis, MO, USA) and 50 mM 

EDTA solution (Merck, Darmstadt, Germany) for 5 min. After centrifugation (300 g, 5 min), 

flow cytometry, and Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analysis, 

mixed lymphocyte reactions were performed and compared with MSCs at the end of P3 of 

monolayer expansion (D0). 

2.4. IFN-γ/TNF-α Priming of WJ-MSCs during Monolayer Expansion or Chondro-MSCs in 

Alg/HA Scaffolds 

 

To mimic the inflammatory environment, cells (WJ-MSCs and chondro-MSCs) were 

stimulated with IFN-γ (20 ng/mL) and TNF-α (30 ng/mL) (Miltenyi Biotec, Bergisch 

Gladbach, Germany), which were added to the culture medium. This stimulation occurred 48 

hours before sub-confluence for 

monolayer culture and before D14 and D28 of 3D culture. 

2.5. Histology 

 

Scaffolds were fixed in 4% paraformaldehyde (Sigma, France), 100mM sodium cacodylate 

trihydrate and 10 mM CaCl2 dissolved in distilled water. They were dehydrated in ethanol baths 

of different concentrations and included in paraffin. Five micrometer sections were made and 

stained with sirius red (Sigma, St. Louis, MO, USA) and alcian blue (Searle Diagnostic, High 

Wycombe, UK) to detect total collagen fibers and proteoglycans, respectively. Images were 

acquired with the microscope DMD108 using X20 magnification (Leica, Wetzlar, Germany). 

2.6. Flow Cytometry Experiments 

 

Immune phenotype (membrane and intracellular) as well as pericellular collagen synthesis were 

analyzed by flow cytometry at the end of monolayer expansion (prior to encapsulation in the 

hydrogel) and throughout the scaffold culture. Immunolabeling was performed under saturating 

conditions; antibodies were considered to bind to surface antigens through monovalent 
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interaction. Cells removed from Alg-based scaffolds were incubated with PBS/Bovine Serum 

Albumin 0.5% (PBS/BSA) (Sigma, St. Louis, MO, USA) and stained for 30 min at room 

temperature with direct membrane antibodies: 

CD34-PE, CD73-APC (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), CD40-PE, CD80-PE, CD86-

FITC (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), CD45-FITC (Dako Agilent, Santa Clara, CA, USA), 

CD90-FITC, CD105-PE, CD166-PE (Beckman Coulter, Brea, CA, USA), HLA-DPDQDR-

FITC (Sony Biotechnology, San Jose, CA, USA) and PD-L1-APC (eBiosciences, San Diego, 

CA, USA). We used intracellular staining in order to detect unsecreted soluble molecules 

localized in the cytoplasm (soluble HLA-G and IDO). The Cytofix/Cytoperm kit (BD 

Biosciences, San Jose, CA, USA) was used to permeabilize the membrane according to 

manufacturer’s instructions. Secretion was not blocked as we had not previously observed any 

difference with secretion blockage. Then, cells were stained for 30 min at room temperature 

with anti-HLA-G1-FITC (MEM-G9 clone), anti- C-terminal amino acid sequence (22-mer) of 

soluble HLA-G5 and HLA-G6 proteins-FITC (2A12 clone) (Exbio, Vestec, Czech Republic), 

and anti-IDO-Alexa Fluor 488 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA) antibodies. 

WJ-MSCs were incubated for 30 min with rabbit anti-human type I, II, and X collagen 

antibodies 

(1:20) (Abcam, Cambridge, UK). Afterwards, cells were washed with PBS-BSA and 

centrifuged before bieng incubated for 30 min with a secondary antibody, a goat anti-rabbit 

IgG Alexa Fluor 488 (1:20) (Molecular Probes, Eugen, OR, USA). Negative controls were 

performed to detect cell auto-fluorescence. 

Viability was performed with the LIVE/DEAD kit (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). 

Then, cells were analyzed with the Gallios flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) 

with an acquisition of 10,000 events. The cytometer was calibrated daily with Flow-Check Pro 

fluorospheres (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Flow cytometry results were analyzed with 

KALUZA software (Beckman Coulter, Brea, CA, USA). 

2.7. Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 

 

For Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), cells were cultivated in Passage 3, for 

monolayer (WJ-MSCs on Day 0), and in biomaterial (chondro-MSCs on Day 7, 14 and 28). 

Culture media were collected and centrifuged (1000 rpm/min, 5 min) before storage at –20◦C. 

Soluble molecules secreted by WJ-MSCs and chondro-MSCs were measured by direct ELISA 

for PGE2, and sandwich ELISA for IL-6, IL-10, VEGF, TGF-β1, HGF, and PD-L1 (DuoSet 

Kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, 

USA), as described by the manufacturer. The detection limits were 2500 to 39 pg/mL for 

PGE2, 600 to 9.38 pg/mL for IL-6, 2000 to 31.3 pg/mL for IL-10, VEGF and TGF-β, 8000 to 

125 pg/mL for HGF, and, finally, 10,000 to 156 pg/mL for PD-L1. After media collection, the 

cells were counted. The supernatants were diluted except for IL-10, and ELISA values were 

corrected for total cell numbers. 

 

2.8. Mixed Lymphocyte Reaction (MLR) 

 

Mixed Lymphocyte Reaction was performed to test the immunogenic and immunoregulatory 

properties of WJ-MSCs and chondro-MSCs licensed or unlicensed with inflammatory 

cytokines. For this purpose, WJ-MSCs or chondro-MSCs pretreated or not pretreated with 20 

ng/mL IFN-γ and 30 ng/mL TNF-α for 48 h were used as stimulating cells (immunogenicity 

assay) or third-party cells (immunosuppression assay) toward HLA-mismatched T cells 

presented into peripheral blood mononuclear cells (PBMC). PBMC were isolated from the 
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blood of healthy volunteer donors from the French Blood Establishment (EFS, Saint-Louis 

Hospital, Paris, France) by density-gradient centrifugation over Ficoll-Paque PLUS (Sigma, St. 

Louis, MO, USA). Human B lymphoblastoid cell lines (LCL) 721.221 (ATCC®1855™, 

Manassas, VA, USA), HLA class II-positive cells, were irradiated at a 75 Gy dose to be used 

either as a positive control in immunogenicity assay or as a stimulator cell in the 

immunosuppression assay. MLR experiments were set up in RPMI supplemented with 10% 

heat-inactivated fetal calf serum. In immunogenicity assays, PBMC (1 × 105 cells/100 µL) and 

MSCs (from 0.5 
× 

105 to 0.03 
× 

105 cells/100 µL) or LCL (0.5 
× 

105 cells/100 µL) were seeded 

in each well of 96-well plate. In the immunosuppression assay, PBMC (1 
× 

105 cells/50 µL), 

LCL (0.5 
× 

105 cells/50 µL), and MSCs (from 0.5 
× 

105 to 0.03 
× 

105 cells/100 µL) were seeded 

in each well of 96-well plate. In all assays, MLR lasted for 6 days at 37 ◦C in a humidified 5% 

CO2 and 21% O2 air atmosphere (normoxic conditions). On Day 5, [3H]-thymidine (1 

mCi/well; PerkinElmer, Waltham, MA, USA) was added to each well and the solution was 

incubated for another 18 h. Cells were then harvested on filtermates A, and thymidine 

incorporation into the DNA was quantified using a β counter (Wallac 

1450; Pharmacia, ALT, Amershan, UK). Allogeneic PBMC stimulated by LCL were 

considered maximal MLR (100% alloproliferation). 

2.9. RT-PCR Analysis for HLA-G Expression and Regulation 

 

Total RNA was extracted using miRNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany), according to 

the manufacturer’s instructions. A total of 1 to 5 µg of total RNA from each sample was reverse-

transcribed to cDNA using oligo-(dT) 12–18 priming and Moloney Murine Leukemia Virus 

(M-MLV) (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) at 42 ◦C for 1 hour. Duplex Real-time RT-PCR 

was performed in duplicates on 0.1–0.5 µg of cDNA in an ABI Prism 7000 SDS (Applied 

Biosystems, Courtaboeuf, France) with 40 amplification rounds using AmpliTaq™ DNA 

Polymerase with Buffer I 

(Applied Biosystems), predeveloped TaqMan GAPDH (Applied Biosystems) as an internal 

control, HLA-G specific primers that amplify exon 5 (forward: 5‘-

CTGGTTGTCCTTGCAGCTGTAG; reverse: 

5’-CCTTTTCAATCTGAGCTCTTCTTTCT) (Eurogentec, Seraing, Belgium), and a TaqMan 

probe (FAM reporter and TAMRA quencher; 5’-

CACTGGAGCTGCGGTCGCTGCT)(Applied Biosystems). Quantification relative to HLA-

G-positive choriocarcinoma JEG-3 cells (assigned a value of 1) was determined using the ∆∆Ct 

method [23]. Standard RT-PCR was carried out on 0.5 µg cDNA with pan HLA-G specific 

primers G.257F (forward: 5’-GGAAGAGGAGACACGGAACA; exon 2) / G.1004R (reverse: 

5’-CCTTTTCAATCTGAGCTCTTCTTT; exon 5/exon 6) and HLA-G5 specific primers 

G.526F (forward: 5’-CCAATGTGGCTGAACAAAGG; exon 3) / G.i4b (reverse: 5’-

AAAGGAGGTGAAGGTGAGGG; intron 4) for 35 cycles, and β-actin as an internal control 

(forward: 5’-ATCTGGCACCACACCTTCTACAATGAGCTGCG; reverse:5’ -

CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACATCTGC) [24] for 16 cycles. After amplification, 

PCR products were separated on a 1.5% agarose gel containing Ethidium Bromide. 

2.10. Statistical Analysis 

 

Statistical tests and graphic representations were performed with GraphPad Prism 6 (GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). All the data are presented as mean ± standard deviation (SD) 

of independent experiments with cells from different donors that were pooled. Significant 



 

82 
 

statistical differences were calculated using one- or two-way ANOVA (analysis of variance). 

A p-value less than 0.05 was considered significant for the ANOVA. If significance existed, a 

post-hoc analysis was performed using the Bonferonni post-tests to evaluate significance for 

all experiments. For mixed lymphocyte reaction (MLR) results, the Mann–Whitney test was 

used to determine the significance between two groups. The difference was considered 

significant when the p-value was below 0.05. 

3. Results 

 

3.1. Cell Quality Control 

 

We first characterized the studied WJ-MSCs. The average cell population doubling time in P3 

cell cultures was 1.69 ± 0.3 days (Figure 1), when seeding density of 1000 cells/cm2 was 

applied. The viability was higher than 97% at the end of GMP expansion. Immunophenotypic 

characterization of cells using flow cytometry demonstrated that MSCs remained negative for 

CD14, CD34, HLA-DR, CD11b, and CD19 and positive for CD73, CD90, CD105, and CD44, 

with expression levels above 97%. Moreover, the isolated UC-derived cell populations 

exhibited clonogenic capacities and a potential to differentiate along osteogenic lineage and, 

less extended, adipogenic lineage. Moreover, MSC productions presented no bacterial 

contamination and a normal karyotype (Figure 1). 

 

 

Figure 1. Characterization of Wharton jelly-mesenchymal stem/ stromal cells (WJ-MSCs) at the end of Good 

Manufacturing Practice (GMP) expansion (passage 3). Serology, Nucleic acid test (NAT), microbiology and 

karyotype (A) were determined for all cords. Graphics represent positive (Cluster of Differentiation 90 (CD), 

CD105, CD73, and CD44) and negative (CD45, CD34, CD11B, CD19, and Human Leukocyte Antigen (HLA) 

DR) cocktails, percentage of clonogenic capacities, viability and population doubling in days (B). Representative 

clonogenic capacity (C) and osteogenic and adipogenic differentiation are presented in (D). Scale bars correspond 

to 100 µm. Data are expressed as mean ± SD (N = 4 independent cords). 
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3.2. Chondrocyte Differentiation 

 

Chondrocyte differentiation was evaluated using Alg-based hydrogel during 28 days through 

collagen and proteoglycan synthesis. After 28 days of culture in Alg/HA hydrogel, a beginning 

of matrix synthesis was observed around cells on the histological sections. This was confirmed 

both by a sirius red stain to detect total collagen and an alcian blue stain to detect total 

proteoglycan (Figure 2A). More precisely, we showed that MSCs seeded in Alg/HA scaffolds 

expressed mainly type II collagen on D28 of the differentiation but also type I (Figure 2B). It 

appears that type X collagen associated with hypertrophyc chondrocyte was not expressed on 

D14 or on D28 of chondrogenic differentiation. 

  
  

Figure 2. Chondogenic differentiation represented by matrix synthesis (A) and pericellular collagen expression (B). 

The synthetized matrix by chondro-MSCs seeded in alginate (Alg)/hyaluronic acid (HA) hydrogels was studied in 

histological sections (A) through the detection of collagen fibers (sirius red staining) and proteoglycans (alcian blue 

staining). Histological sections were obtained on Day 14 (D14) and Day 28 (D28) of chondrocyte differentiation. 

Scale bars correspond to 100 µm. Pericellular collagens (type I, II and X collagen) around chondro-MSCs were 

analyzed by flow cytometry in ratio of mean fluorescence intensity (MFI) of the sample compared with the isotype 

control (Iso C) (B) at different time points of cell culture (D14 and D28). Biomaterial dissolution was performed 

before indirect staining. Data are expressed as mean ± SD (N = 3 independent cords). No statistically significant 

difference was observed. 
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3.3. Viability 

 

Above all, we checked cell viability both during 3D culture into Alg/HA hydrogel and also 

when cells were stimulated with IFN-γ and TNF-α. These two conditions may have had an 

impact not only on cellular behavior but also on cell viability. We observed no significant 

difference between cells seeded in biomaterial with or without stimulation during the 

differentiation, although cells seeded in biomaterial appear to be less viable than monolayer 

cells (Figure 3). 

 
Figure 3. Cell viability for stimulated (IFN-γ and TNF-α) or unstimulated MSCs (day 0) and chondro-MSCs during 

28 days of culture in Alg/HA hydrogels. Data are expressed as mean ± SD (N = 4 independent cords). * p < 0.05 

and ** p < 0.01. 

Since cell viability was investigated by flow cytometry with an antibody that reacts with amines 

(LIVE/DEAD kit, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), it was possible to detect 

cell viability in all analyzed samples. Results in flow cytometry were obtained using a gate only 

on viable cells, with this method for all results.  

 

3.4. Immune phenotype 
 

3.4.1. Immune Synapse Markers 

The activation of the immune system in an allogeneic context (T lymphocyte activation) is 

associated with the expression of co-stimulatory molecules: CD80, CD86, and CD40, and with 

the expression of MHC-II. First of all, it should be noted that the only significant variations 

observed were not in the proportion of positive cells for a marker but rather in the mean 

fluorescence intensity on the cell surface, reflecting the number of receptors expressed per cell 

(Figure 4). No expression of MHC-II molecules was observed (HLA DP-DQ-DR), regardless 

of the culture conditions or the culture duration. Among the costimulation molecules, CD80 

was never expressed and CD86 was detected only on cells stimulated with IFN-γ and TNF-α 
throughout the entire process of differentiation, and on D28 in the absence of stimulation. 

Finally, the CD40 molecule was highly expressed in stimulated monolayer cells and only 

slightly on stimulated chondro-MSCs on D14 and D28, significantly only as a ratio of mean 

fluorescence intensity (p < 0.0001) (Figure 4). 

3.4.2. Immunomodulatory Factors 

Several molecules contribute to immune properties, especially molecules involved in 

immunomodulation. PD-L1 expression decreased between D0 and D28 regardless of culture 

* 

** 
** 
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condition,but remained expressed throughout these cultures only with IFN-γ and TNF-α 
stimulation. A significant difference was observed between the stimulated and non-stimulated 

cells on D14 of the differentiation only in ratio of mean fluorescence intensity. 

We observed a significant difference between WJ-MSCs and chondro-MSCs for IDO and 

soluble HLA-G, but no major difference was observed between stimulated and non-stimulated 

cells stimulated only in ratio of mean fluorescence intensity (Figure 5). However, no expression 

for membrane and soluble HLA-G1 was observed. 

 

 

Figure 4. Main molecule expression related to the immunological synapse. These molecules (CD80, 86, 40 and 

Human Leucocyte Antigen (HLA)-DP-DQ-DR) were studied on Day 0 (monolayer) and during chondrogenic 

differentiation (day 14 and 28) in two conditions (with Interferon-γ (IFN-γ) and Tumor Necrosis Factor-α (TNF-

α) stimulation (grey color) or without stimulation (black color). Results were obtained by flow cytometry and 

calculated in proportion of positive cell for each marker (up results) and ratio of mean fluorescence intensity of the 

sample compared with the isotype control (down results). The dotted lines represent the expression level for each 

molecule ratio higher than 2 between sample and isotypic control (down results). Data are expressed as mean ± SD 

(N = 3 independent cords minimum), **** p < 0.0001. 

 

Figure 5. Immune checkpoint molecules involved in cell immunomodulation. Membrane Programmed death-

ligand 1 (PD-L1), Indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) enzyme and soluble Human Leucocyte Antigen G (HLA-

G) were studied on Day 0 (monolayer) and during chondrogenic differentiation 

(Day 14 and 28) in two conditions (with stimulation (grey color) or without stimulation (black color). Results were 

obtained by flow cytometry and calculated calculated in proportion of positive cell for each marker (up results) 
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and in ratio of mean fluorescence intensity of the sample compared with the isotypic control (down results). The 

dotted lines represent the expression level for each molecule (ratio higher than 2 between sample and isotypic 

control). Data are expressed as mean ± SD (N = 3 independent cords minimum), * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 

0,001; **** p < 0.0001. 

Immunomodulatory properties are also found through a contact independent pathway with 

other secretions of soluble factors. Seven molecules were dosed in MSCs supernatant: PGE2, 

HGF, TGF-β1, IL-6, IL-10, PD-L1 and VEGF. We observed that each molecule was expressed, 

especially when cells were stimulated with IFN-γ and TNF-α, except for IL-10 and VEGF. 

Throughout the chondrocytic differentiation soluble factors were produced with no differences 

from the monolayer, except for HGF, which had a slight decrease after monolayer seeding and 

for IL-10 on Day 28 (Figure 6). 

 

 

Figure 6. Cytokines (Interleukin 6 (IL-6) and Interleukin 10 (IL-10)), growth factors (hepatocyte growth factor 

(HGF), transforming growth factor beta 1 (TGF-β1) and vascular endothelial growth factor (VEGF)) and other 

molecules (Prostaglandin E2 (PGE2) and soluble PD-L1) secreted by mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) on 

Day 0 (monolayer) and during chondrogenic differentiation (Day 7, 14, and 28) in two conditions (with stimulation 

(grey color) or without stimulation (black color). Results were obtained with Enzyme-Linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) and were calculated in picogram per cell. Data are expressed as mean ± SD (N = 3 independent 

cords minimum); ND means non-detectable for the other 2 cords. 
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3.5. Immune Functional Properties of WJ-MSCs and Chondro-MSCs 

 

WJ-MSCs are thought to have a high potential in therapies aimed at repairing cartilage defects 

from various etiologies. In this context, our present work entailed assessing, from an 

immunological perspective, if (i) allogeneic WJ-MSCs could be used without a risk of rejection 

instead of autologous MSCs from bone marrow or adipose tissue and if (ii) chondrogenic 

differentiation of WJ-MSCs affects their immunological properties. For this purpose, we 

evaluated both immunogenicity and immunomodulation properties of WJ-MSCs (on Day 0) 

and chondro-MSCs (on D28 along the chondro-differentiation process) in HLA-mismatched 

settings. 

To assess the immunogenicity of both WJ-MSCs and chondro-MSCs, we studied their ability 

to be recognized as allogeneic-stimulating cells by HLA-mismatched T cells present in the 

responding PBMC. The MLR based on the use of HLA class II+ LCL stimulating cells facing 

the HLA-mismatched PBMC constituted the positive control. Results showed no T cell 

alloproliferation in response to various amounts of WJ-MSCs (Figure 7A–C) or chondro-MSCs 

(Figure 7D–F), even at high doses (50,000 cells corresponding to 1:0.5 PBMC:MSC ratio) and 

after licensing with IFN-γ and TNF-α. Figure 6 shows raw data obtained with three distinct 

representative PBMC:WJ-MSCs (A–C) or chondro-MSCs (D–F) allogeneic combinations. In 

Figure 6F, only the highest PBMC:MSC ratio (1:0.5) was tested due to limited chondro-MSCs 

cell numbers. Although inter-individual variability was observed, similar results were obtained 

using 7 distinct WJ-MSCs with PBMC from three distinct donors. 

 

 

Figure 7. WJ-MSCs (Day 0) and chondro-MSCs (Day 28) showed hypo-immunogenicity even with 

IFN-γ and TNF-α pre-treatment. Distinct WJ-MSCs (A–C) and chondro-MSCs (D–F) primed with pro-

inflammatory cytokines, or not, were used as stimulators facing HLA-mismatched PBMC at various PBMC: MSC 

ratios. Pre-irradiated LCL cells were used as a positive control (Pos Ctrl) to stimulate PBMC alloproliferation 

(PBMC + LCL). Data are expressed as mean CPM ± SD. CPM—count per minute; LCL—lymphoblastoid cell 

line; PBMC—peripheral blood mononuclear cell. 

To examine the immunomodulatory properties of WJ-MSCs and chondro-MSCs, we studied 

their ability to affect T cell alloproliferation as third-party cells in a classic MLR 

(immunosuppression assay). Our data revealed that WJ-MSCs and chondro-MSCs inhibit T 
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cell alloproliferation in a dose-dependent manner. Figure 8 displays raw data obtained with 

three representative PBMC:LCL:WJ-MSC (A–C) or chondro-MSC (D–F) allogeneic 

combinations, respectively. When considering the T cell alloproliferation toward LCL to be 

100%, the inhibition exerted by WJ-MSCs or chondro-MSCs was 50% (p < 0.0001) and 97% 

(p = 0.005), respectively, at a PBMC:MSC ratio of 1:0.5; 54% (p < 0.0001) and 66% (p = 0.005), 

respectively, at a PBMC:MSC ratio of 1:0.25; 63% (p < 0.0001) and 32% (p = 0.045), 

respectively, at a PBMC:MSC ratio of 1:0.12; and 43% (p < 0.0001) at a PBMC:MSC ratio of 

1:0.06. Notably, the immunomodulatory potential of chondro-MSCs was higher after licensing 

with IFN-γ and TNF-α (98% (p = 0.0005), 93% (p = 0.005), and 60% (p = 0.005) at a 

PBMC:MSC ratio of 1:0.5, 1:0.25 and 1:0.12 respectively). These results were obtained with 

three distinct cords and three distinct PBMCs. It is important to note that we observed 

individual variability among the distinct MSCs and PBMCs tested. 

 

  
Figure 8. WJ-MSCs (Day 0) and chondro-MSCs (Day 28) showed immunomodulatory properties in a dose 

dependent manner. Distinct WJ-MSCs (A–C) and chondro-MSCs (D–F) primed with pro-inflammatory cytokines, 

or not, were added as third-party cells at various ratios into an MLR using PBMC as HLA-mismatched responder 

T cells towards irradiated LCL used as stimulating cells. Control without MSCs correspond to PBMC+LCL (Pos 

Ctrl). Data are expressed as mean CPM ± SD. CPM—count per minute; MLR—mixed lymphocyte reaction; 

LCL—lymphoblastoid cell line; PBMC—peripheral blood mononuclear cell. 

3.6. HLA-G Transcriptional Activity in WJ-MSC Upregulated during Chondrogenic 

Differentiation and Boosted by Inflammatory Environment 

 

Considering the key role of HLA-G in immunoregulatory processes [18], we further examined 

mechanisms regulating its protein expression in WJ-MSC expansion (Day 0) and during 

chondrogenic differentiation (D14 and D28) (Figure 4) by analyzing HLA-G transcriptional 

activity. We performed real-time and standard RT-PCR targeting HLA-G transcripts in cells 

derived from three umbilical cords treated or not treated with IFN-γ and TNF-α. We observed 

the absence or very low levels of HLA-G transcriptional activity in WJ-MSCs on Day 0 and a 

weak upregulation upon stimulation. The amount of HLA-G transcripts increased during 

chondrogenic differentiation, particularly in the presence of an inflammatory 

microenvironment (Figure 9). Notably, the increase in transcriptional activity varied according 

to the umbilical cord; with low activity for C5 and high activity for C2 (Figure 9A). Finally, all 
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alternative transcripts were involved, including HLA-G5, which encodes the soluble HLA-G 

molecule. 

 

 

Figure 9. Real-time RT-PCR analysis. (A) showing relative quantities of HLA-G transcripts in WJ-MSC from three 

umbilical cords (C2, C5, C6) at the end of the cell expansion, Day 0 (D0), and on Day 14 (D14) and Day 28 (D28) 

during chondrogenic differentiation in Alg/HA hydrogel, in the absence (NS) or presence (S) of Interferon γ (IFN-

γ) and Tumor Necrosis Factor α (TNF-α). The amount of HLA-G transcripts in JEG-3 cells was assigned a value 

of 1. No variation of GAPDH mRNA levels were observed considering the conditions used and chondrogenic 

differentiation. Representative standard RT-PCR analysis (B) was performed with the C6 umbilical cord on D0, 

D14, and D28, and JEG-3 cells targeting least alternative transcripts HLA-G1,-G2,-G3/G4 and G5 with primer set 

G.257F / G.1004R and HLA-G5 alone with primer set G.526F/G.i4b. β-actin amplification was used as internal 

control. MWM—molecular weight marker; NS and S-WJ-MSCs not stimulated or stimulated, respectively, with 

IFN-γ and TNF-α. PCR products obtained with each primer set were collected from the same agarose gel to 

assemble the picture. 
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4. Discussion 

 

Regenerative medicine emerged a few years ago for cartilage reparation and has become a 

promising therapeutic alternative especially using adult MSCs in combination with innovative 

scaffolds. However, as BM-MSC capacities have been shown to decrease with the donors’ age 

[25], we investigated Wharton’s jelly from the umbilical cord as an alternative source of MSCs. 

WJ-MSCs seem more immature from an immunological point of view, have a higher 

proliferation potential, and can differentiate into a higher number of tissues. The strategy will 

be to implement WJ-MSCs seeded in a 3D scaffold in an allogeneic context. However, the 

maintenance of their immunomodulatory properties and their paracrine activity during 

chondrogenic differentiation remain unknown. The aim of our work was, thus, to investigate, 

at the same time, the differentiation of WJ-MSCs for the treatment of cartilage defects and the 

persistence of their immunomodulatory effects on the immune system. We propose an 

innovative model of cartilage engineering using WJ-MSCs produced as an Advanced Therapy 

Medicinal Product (ATMP) made from only clinical-grade reagents or synthetic reagents with 

no animal protein. This product was extemporaneously embedded into an Alg/HA layer 

guiding cells to chondrogenic differentiation. We demonstrated that WJ-MSCs seeded in this 

biomaterial were engaged in the process of chondrocyte differentiation from Day 14, while 

maintaining their immunomodulatory properties. 

Above all, we showed that at the end of monolayer expansion, the obtained cells could be 

considered mesenchymal stromal/stem cells in accordance with the International Society for 

Cell and Gene Therapy (ISCT) [5], due to their stemness, clonogenicity, surface marker 

expression, infectious markers, microbiology, and karyotype. In our GMP condition, WJ-MSCs 

displayed robust proliferation abilities. Self-renewal and high proliferation capacity are known 

to be essential for MSCs to maintain stemness characteristics during in vitro culture. Regarding 

differentiation, despite appropriate culture medium for adipogenic differentiation, WJ-MSCs 

weakly differentiated into adipocytes, as reported by Reppel et al. [11]. It is well-known that 

adipogenic induction could be regulated by Insulin-like growth factor binding protein 2 

(IGFBP2) expression. Recently Wang et al. showed that, in WJ-MSCs, IGFBP2 expression 

was negatively regulated by BCL6 corepressor (BCOR) [26], which could partially explain the 

difficulty of cells to engage in this differentiation. Our results also showed the multilineage 

differentiation potential of WJ-MSCs, particularly for osteogenesis and chondrogenesis. Given 

our goal, we initiated chondrocyte differentiation into Alg/HA hydrogels. On Day 28, MSCs 

underwent chondrocyte differentiation attested by the beginning of collagen synthesis, 

especially type II collagens, 

which could reflect matrix production associated with hyaline cartilage. Type I collagen seems 

to be highly expressed from the beginning of 3D culture, certainly due to a physiological 

expression of type I collagen by MSCs in the umbilical cord matrix as shown by Margossian et 

al. [27]. However, the presence of type X collagen expressed by hypertrophic chondrocytes was 

quite low, indicating a chondrocyte-limited differentiation. Our results confirm that the 

composition of the hydrogel alone can guide WJ-MSCs in a process of chondrocyte 

differentiation. These results are in agreement with previous studies [11,22,28] but are the first 

obtained from a study that follows good manufacturing practices with the aim of using the 

biomaterial and chondro-MSCs derived from Wharton’s jelly as an ATMP. Moreover, during 

cell differentiation, we showed a decrease in cell viability in biomaterials with respect to 

monolayer. We have previously described this evolution when cells were encapsulated in 

alginate enriched in hyaluronic acid and have shown that mechanical environment influences 

cell behavior and viability [22]. However, we observed that viable cells remain functional and 

are not only able to induce chondrocyte differentiation but also inhibit T cell alloproliferation. 
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Regarding the functional aspect of MSCs, we investigated whether WJ-MSCs (control cells on 

Day 0) and chondro-MSCs were able to induce an allogeneic stimulation. Thus, in the presence 

of PBMC from different-HLA healthy donors or LCL, both WJ-MSCs and chondro-MSCs were 

non-immunogenic and present immunomodulatory properties. This was observed mainly when 

cells were primed with IFN-γ and TNF-α, as previously reported with MSCs and chondro-

MSCs from bone marrow and adipose tissue [29]. Indeed, it was once again demonstrated that 

IFN-γ and TNF-α priming is favorable for enhanced immunoregulatory properties, as shown 

by Prasanna et al. [30]. 

However, the immunoregulatory properties of immune cells are described to be regulated 

through cell-to-cell contact or the paracrine effect. To know how these properties are regulated 

by MSCs and chondro-MSCs, both immunogenicity and immunomodulatory properties were 

evaluated by analyzing the expression of stimulation molecules as well as immune checkpoints 

and T cell alloresponse, in the presence or absence of IFN-γ and TNF-α to mimic an allogeneic 

context. 

Indeed, in a context where a donor is different from a recipient, immune cells can be activated 

through the implementation of the immunological synapse [31]. This synapse involves the 

MHC-II (HLA-DP-DQ-DR) as well as the co-stimulation molecules (CD40, CD80 and CD86) 

to activate and present the antigen to T-cells. It is well-known that, after monolayer expansion, 

MSCs do express neither MHC-II nor the previously mentioned co-stimulatory molecules [31]. 

In contrast, it has been reported that primed MSCs with IFN-γ and/or TNF-α enhance the 

expression of MHC-II but do not seem to increase the levels of CD80 and CD86 [32]. In our 

study, unlike that of Ryan et al., who report an expression of MHC-II on BM-MSCs 

differentiated in chondrocytes in an alginate hydrogel [33], we did not observe any expression 

of MHC-II or CD80 by either WJ-MSCs or chondro-MSCs, whether cells 

were primed or not. Consequently, since MHC-II and co-stimulation molecules were not 

simultaneously present on WJ-MSCs or chondro-MSCs, the partial immunological synapse 

formed could not sustain the activation of T cells. These observed differences from the study 

of Ryan et al. may be due to the cell source as WJ-MSCs are described to have stronger immune 

capacities than BM-MSCs [34]. 

We also studied the expression of other checkpoint molecules, such as IDO, HLA-G and PD-

L1. The expression level of IDO at the end of the 3D culture suggested that this enzyme could 

play a minor role in the immune properties of chondro-MSC. Taking into consideration the 

specific involvement of HLA-G in MSC-mediated immunomodulation, we focused our 

attention on the mechanisms involved in HLA-G expression levels [17]. First, high variation in 

the levels of HLA-G transcripts, likely driven by HLA-G polymorphism, was observed among 

the various umbilical cords [35]. Second, we found that global HLA-G transcription including 

HLA-G1 and HLA-G5 transcripts in WJ-MSCs and chondro-MSCs may have been stimulated by 

IFN-γ and TNF-α treatment, which is consistent with previously published results of MSCs 

derived from bone marrow and adipose tissue [29]. Interestingly HLA-G1 protein expression 

was not detected at the cell surface of either WJ-MSCs or chondro-MSCs in the presence or 

absence of treatment, suggesting that other membrane-bound isoforms may be upregulated at 

the cell surface and, thus, could participate in the immunomodulatory functions. In addition, 

we found that HLA-G5 transcripts may be absent in WJ-MSCs even upon stimulation, while 

they were upregulated in chondro-MSCs. This result suggests that soluble HLA-G expression 

detected in WJ-MSCs involves other alternative transcripts. Discrepant results regarding HLA-

G gene transcription and protein expression may be explained by post-transcriptional 

regulatory mechanisms, such as miRNAs that control HLA-G protein expression. 

The receptor programmed death-1 (PD-1) was expressed on the cell surface of different 

immune cells like activated T and B cells. Interaction of PD-1 with its ligands, PD-L1/B7-H1 
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and PD-L2/B7-DC, provides an inhibitory signal in regulating cellular activation and 

proliferation. After 28 days of culture, the membrane-bound PD-L1 expression was extremely 

low, suggesting that the chondro-MSCs did not inhibit T cell proliferation this way. However, 

like Davies et al. [20], we detected soluble PD-1 ligands not only in culture media containing 

WJ-MSCs but also in culture media after 28 days of 3D culture, suggesting that the suppression 

of T cell activation could occur through the interaction of soluble PD-1 ligands secreted by WJ-

MSCs and chondro-MSCs. 

These results, therefore, suggest that the regulation of MSCs depends first and foremost on 

their secretory activity. To further explore the evolution of paracrine activity during cell 

differentiation, 

we found that, in addition to soluble PD-L1, unprimed chondro-MSCs showed the ability to 

secrete immunomodulatory molecules, sometimes in the same proportions as WJ-MSCs, at the 

end of P3 (TGF-β1, IL-6), and sometimes cell differentiation allowed better secretion than WJ-

MSCs (PGE2, IL-10 and VEGF). In addition, priming with IFN-γ and TNF-α allowed better 

secretion of IL-6 and TGF-β by both WJ-MSCs and chondro-MSCs. As Zhao et al. [13] 

explained, these molecules specifically contribute to the generation of an immunosuppressive 

environment. Thus, TGF-β, PGE2 and IL-10 would induce regulatory T lymphocytes. IL-6 

would inhibit the differentiation and maturation of dendritic cells. Finally, HGF would have 

repair characteristics and VEGF would have vascularization and proliferation properties 

[19,31]. Lastly, the ability of chondro-MSCs to release anti-inflammatory factors like PGE2 

and IL-10 could attenuate the inflammatory environment of the joint [36]. 

5. Conclusions 

 

In this study, mesenchymal stem/stromal cells once again emerged as a potential for cell 

therapy [37], especially MSCs derived from human umbilical cords [38]. The results showed 

that 3D culture modulates the immunomodulatory phenotype and/or the paracrine activity of 

chondro-MSCs. Here, 

we have shown a reduced immunomodulatory phenotype but, nevertheless, a secretion that 

seems to be maintained. We reported that WJ-MSCs and chondro-MSCs were able to decrease 

the activation of immune cells as well as create an immunomodulatory environment that is 

promising for implementation in an allogeneic context. If further in vivo studies performed in 

pre-clinical models confirm these encouraging results, it will pave the way to a universal 

allogeneic therapy of cartilage defects. 
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II- Etude de l’effet de la confluence cellulaire sur les récepteurs 

immunologiques et de migration des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton  

 
Article 2 Effects of Cell Confluence on the Immunological and Migration Receptors of 

Wharton Jelly’s Mesenchymal Stem Cells. 

 

Charlotte VOISIN, Ghislaine CAUCHOIS, Danièle BENSOUSSAN and Céline 

HUSELSTEIN 

 

Stem Cells and Regenerative Medicine, 2021. DOI :10.3233/BHR210029 

 

Intérêts de l’étude : 

 La deuxième partie de ce projet de thèse a fait l’objet d’une publication après présentation 

par poster au 9ème Symposium International Europe-Chine. Celui-ci s’est déroulé du 2 au 4 

Octobre 2019 à Strasbourg.  

Cette étude s’intéresse à l’optimisation et à l’utilisation des CSM-GW en thérapie cellulaire. En 

effet, il s’avère qu’un problème de migration apparait après injection intraveineuse des CSM in 

vivo. Cette problématique n’est pas retrouvée en ingénierie tissulaire car le biomatériau est 

implanté directement in situ. L’amélioration de la migration des CSM-GW est une priorité afin 

d’utiliser ces cellules in vivo en thérapie cellulaire, notamment dans la maladie du greffon 

contre l’hôte, le choc septique ou encore plus récemment la COVID-19.  

 L’objectif de ces recherches est d’étudier les effets de l’expansion cellulaire et plus 

particulièrement, l’influence de la confluence cellulaire sur les propriétés immunologiques et 

migratoires des cellules souches/stromales mésenchymateuses. Pour cela, les CSM-GW ont été 

cultivées jusqu’au passage 3 et la confluence des cellules a été contrôlée et observée par 

microscopie en fonction de l'espace envahi dans la flasque : 50%, 80% ou bien 100% de 

recouvrement cellulaire (figure 25). Les molécules exprimées pour la mise en place de la 

synapse immunologique ainsi que les molécules immunomodulatrices ont été étudiées en 

fonction de la confluence des CSM-GW. D’autre part, l’expression de différentes molécules et 

récepteurs impliqués dans la migration des CSM-GW ont été investigués en fonction du taux 

de recouvrement des cellules. Ces deux sections ont pu être analysées par cytométrie en flux. 
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Pour finir, les CSM-GW ont été placées en chambres de Boyden afin d’observer leur 

fonctionnalité migratoire. 

 

Figure 25 Méthodologie de culture et études des propriétés migratoires et immunomodulatrices des cellules 

souches/stromales mésenchymateuses en fonction du taux de confluence cellulaire. Les CSM-GW sont 

amplifiées jusqu’à la fin du passage 3 en condition de grade clinique et sous hypoxie. Les phénotypes 

immunomodulateur et migratoire ont été étudiés en fonction du taux de recouvrement cellulaire (50%, 80% ainsi 

que 100%). Pour finir, la fonctionnalité migratoire des CSM-GW a été expérimenté en chambre de Boyden. 

 

Résultats/ Discussion : 

Les résultats de cette étude montrent que les CSM-GW après passage 3 expriment 

certaines molécules de costimulation (principalement CD80 et CD86) ainsi que les checkpoints 

de l’immunité (PD-L1, HLA-G1, HLA-G5 et IDO) sans différence significative entre les taux 

de recouvrement cellulaire (50, 80 ou 100%). Le CMH de classe II n’est quant à lui jamais 

exprimé, ce qui montre que la synapse immunologique ne serait pas installée si les cellules 

étaient placées en condition allogéniques. Pour ce qui est de l’analyse des molécules liées à la 

migration cellulaire, il apparaît que le CD29 est exprimé significativement à 80% de confluence 

comparé à 50 et 100%. Il en est de même pour le CD44 à 50 et 80% de confluence par rapport 

à 100% de confluence cellulaire. Au regard de ces résultats, nous n’avons pas montré 

d’expression membranaire du récepteur CXCR4, récepteur principal de la migration. Toutefois 
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une expression du CXCR7 et 3 a pu être montrée. Les résultats de la migration cellulaire en 

chambre de Boyden nous permettent d’observer que les CSM-GW sont fonctionnellement 

capables de migrer et cela dans de plus forte proportion avec du lysat plaquettaire comme 

chimioattractant. 

 

Cette nouvelle étude nous a donc permis de révéler que le contrôle de l’expansion 

cellulaire est primordial pour l’utilisation des cellules en thérapie cellulaire. En effet nous avons 

pu exposer que le taux de confluence cellulaire entraînait une répercussion sur l’expression des 

molécules, récepteurs de migration et d’immunomodulation. Une culture à faible confluence 

cellulaire semblerait bénéfique pour l’amélioration des propriétés immunomodulatrices et 

migratoires des CSM-GW. Toutefois, les mécanismes de migration des CSM doivent être par 

la suite étudiés méticuleusement afin d’optimiser les capacités migratoires lors d’une injection, 

dans un premier temps, chez l’animal. 
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Abstract. Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are a promising tool for cell-based therapy thanks to their 

ability to secrete trophic factors and immunomodulatory potential. So far, these cells are used to treat a variety 

of inflam- matory diseases like sepsis or severe graft-versus-host disease (GvHD). Considering the number 

of cells required 

for their use in cell therapy (between 1–3   106 cells/kg), a primary expansion is necessary. However, after an intra- 

venous injection, few cells are found in tissue lesion or in bone marrow. One hypothesis is that chemotactic 

signals that guide MSCs to an appropriate environment would be altered during in vitro expansion. 

It is therefore essential to define better conditions of expansion, particularly with good manufacturing 

process, to obtain enough MSCs, while preserving their immunomodulatory properties and expression of 

migration molecules. The aim of this research project is to investigate the effect of cell confluence on 

migration potential and immuno- logical properties of Wharton’s jelly (WJ) MSCs. This research is 

investigated with 3 levels confluency, at 50, 80 

and 100% of confluence by using good manufacturing practice (GMP). 

We found a better expression of immunomodulatory molecules (PD-L1) and migratory molecules (CD44, 

mem- brane CXCR7) for cells that reached 50% confluence. 

Furthermore, co-stimulatory molecules appear to be less expressed when MSCs are at low confluency. 

In conclusion low confluence culture should be privileged to improve immunomodulatory and migration 

pheno- type. 

Keywords. Mesenchymal stem cell, Wharton Jelly, cell confluence, immunomodulation, migration 

 

 

Introduction 
 

Mesenchymal Stem/Stromal Cells (MSCs) are still at the center of scientific research, even after their 

discovery in 1976 [1]. Indeed, they were first studied for their strong differentiation and regeneration capacities 

but today, rather for their immunomodulatory and anti-inflammatory properties. They appear to be able to 

differentiate in many cell types like osteoblast, chondrocyte, neurocyte, cardiomyocyte [2]. 

These MSCs are found in many tissues like bone marrow, dental tissues, adipose tissues, amniotic fluid, human 

placenta [3] and more recently, Wharton Jelly of the umbilical cord [4]. 

Several advantages and disadvantages appear for each sources and must be adapted [5], in fact the fetal 

sources appear more promising because the resulting MSCs have a better capacity for proliferation and 

immunomodula- tion [6]. 

Thanks to their immunomodulatory properties, MSCs seems to be an interesting tool for cell therapy 

especially in an allogeneic context since they can robustly interact with cells of the innate and adaptive 

immune systems, 
1Corresponding Author: Charlotte Voisin; E-mail: charlotte.voisin@univ-lorraine.fr. 
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either to evade the recognition of the immune system, to stop inflammation and/or to create an immunosuppressive 

environment [7]. These properties are mediated by direct cell–cell contact through the expression of co-inhibitory 

molecules (Programmed death-ligand 1 (PD-L1), Indoleamine 2,3 dioxygenase (IDO) enzyme, Galectin-9) and the 

lack of expression of co-stimulatory molecules (CD80, CD86 and CD40) and the type II Major Histocompatibility 

Complex (MHC-II) [8]. Some of MSC immune properties could also be mediated through their secretions (HLAG5, 

HGF, PGE2, TGF-β .. .) [9]. All these properties seem to be interesting to treat various immune disorders like GvH 

(Graft versus Host) or septic shock. 

Furthermore, once injected into the patient’s blood circulation, MSCs must migrate in inflammation site by 

chemotaxis. Even if the exact mechanism of MSCs recruitment to the site of injury remains less understood, it is 

well-known that chemokines and their receptors (CXCR4/CXCR7, CXCR3) are involved in this process. Some 

others receptors or molecules as CD44, Aquaporin 1, integrins are also described to control cell migration and 

homing [10–12]. 

Unfortunately, after intravenous injection, only 1–3% cells reach the inflammation site. Most of them are 

trapped in the lungs making homing process impossible [13, 14]. The loss of expression of homing molecules 

during expansion but also MSC culture protocols (passage number or cell aging [15, 16], cell confluence [17] or 

conditioned medium [10]) are part of the explanations described in the literature. 

As several studied have shown there is an impact of cell confluence on MSC properties (CFU-F, popula- 

tion doubling and cell differentiation) [18]. In this study, we investigate the influence of expansion conditions 

particularly cell confluence on the immunological and migratory properties of Wharton’s jelly-Mesenchymal 

Stem/Stromal Cells (WJ-MSCs). 

 
 

Material and Methods 

 
1.1. Human Umbilical Cord Collection, WJ-MSC Isolation and Expansion 

 
Umbilical cords were collected at the Maternity Hospital of Nancy. This collection was approved by the Nancy 

Hospital ethics committee and French Ministry of Research (No. DC-2014-2114). All the productions of WJ- 

MSCs were performed in clinical grade conditions with a complete medium containing α-MEM culture medium 

(Macopharma, France) enriched with 5% of Platelet lysate (Macopharma, France) and according to good manu- 

facturing practices. After a brief immersion of the umbilical cord in an antibiotic-antifungal solution, it was cut 

into thin sections and placed in small flasks (Fisher, France) containing a complete medium at 37◦C and 5% of 
CO2 under hypoxia conditions (2% of O2). The medium was changed after 4 to 5 days. After 10 days, when 

cell migration was observed, cord pieces were removed, and the medium changed. At the end of passage 0 (P0), 

when 80–90% subconfluence was reached, WJ-MSCs were washed with PBS (Macopharma, France), detached 

by trypsin action (TrypLe, Fischer Scientific, France) and washed by centrifugation. The cells were seeded in P1 

with a seeding kit (Macopharma, France) in T75 flasks (Corning, USA) at a density of 1,000 cells per cm2. At the 

end of P2, WJ-MSCs were frozen in a cryopreservation solution (90% albumin and 10% DMSO) and stored in 

80◦C. For thawing, WJ-MSCs were quickly thawed and washed before being cultivated at 37◦C under hypoxic 
conditions as previously described. Cells in passage 3 having reached 50% (low confluence), 80 (subconfluence) 

or 100% confluence (high confluence) were detached and studied. The cell confluence was observed microscopi- 

cally as a function of the space invaded by cells: 50%: confluence covered half of the culture surface of the flask, 

100%: covered the entire culture surface and 80%: covered a surface between half and the whole cell’s surface. In 

addition, cells were counted for each condition with trypan blue. 

 

1.2. Flow Cytometry Experiments 

 
Immune phenotype (membrane and intracellular level) were studied. Immunolabelling was performed under sat- 

urating conditions; antibodies were considered to bind to surface antigens through monovalent interaction. Cells 

were incubated with PBS/Bovine Serum Albumin 0.5% (PBS/BSA) (Sigma, France) and stained for 30 min at 
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room temperature with direct membrane antibodies:: anti-CD73-APC, anti-CD34-PE (BD biosciences, USA), and 

anti-CD45-FITC (Agilent, USA), anti-CD40-PE, anti-CD80-PE, anti-CD86-FITC (Miltenyi, France), anti-HLA- 

DPDQDR-FITC (Sony, USA), anti-CD90-FITC, anti-CD105-PE, anti-CD166-PE, anti-CD29-A700 (Biolegend, 

USA), anti-CD44-FITC (Beckman, USA) and anti-PD-L1-APC (eBiosciences, USA). For intracellular staining, 

the Cytofix/Cytoperm kit (BD Biosciences, USA) was used to permeabilize the membrane according to manufac- 

turer’s instructions. Then, cells were stained for 30 min at room temperature with anti-HLA-G1-FITC (MEM-G9 

clone), anti- C-terminal amino acid sequence (22-mer) of soluble HLA-G5 and HLA-G6 proteins-FITC (2A12 

clone) (Exbio, Czech Republic), anti-IDO-Alexa Fluor 488 (R&D systems, USA), anti-CXCR3-APC (Miltenyi, 

France), anti-CXCR4-A700 (Biotechne, USA), anti-CXCR7-APC (Biolegend, USA) antibodies. WJ-MSCs were 

incubated for 30 min with rabbit anti-AQP1 antibodies (Abcam, UK). Afterwards, cells were washed with PBS- 

BSA and centrifuged before they were incubated for 30 min with a secondary antibody, a goat anti-rabbit IgG 

Alexa Fluor 488 (Abcam, UK). Negative controls were performed to detect cell auto-fluorescence. Cells were an- 

alyzed with the Gallios flow cytometer (Beckman Coulter, USA) with an acquisition of 20,000 events. The cy- 

tometer was calibrated daily with Flow-Check Pro fluorospheres (Beckman Coulter, USA). Flow cytometry results 

were analyzed with KALUZA software (Beckman Coulter, USA). 

 
1.3. Migration in Boyden Chamber 

 
At the end of P3, WJ-MSCs were used for functional migration tests in Boyden chamber. One hundred thousand 

cells stained with a CellTracker (life technologies, USA) in 100 μl medium were put in Fluoroblok inserts (Corning, 

USA) in the upper room on a membrane with 8 μm pores. Culture medium with or without platelet lysate (5% 

as a positive control) was added in the lower room, culture plates were placed in normoxic conditions (5% CO2, 

21% O2). Photos were taken after 24 h of migration with a fluorescent microscope Leica DMI3000B (10x/0,25 

objective) (Leica, Germany). For fluorescence intensity quantification, Varioskan Flash microplate reader was used 

(Thermo Scientific, USA). 

 
1.4. Statistical Analysis 

 
Statistical tests and graphic representations were performed with GraphPad Prism 6 (GraphPad, USA). All the data 

is presented as means standard deviation (SD) of independent experiments with cells from different donors that 

were pooled. Significant statistical differences were calculated using one-/two-way ANOVA (analysis of variance) 

or unpaired t-test. A p-value less than 0.05 was considered significant for the tests. If significance existed, a post-

hoc analysis would be performed using the Bonferroni post-tests for ANOVA to evaluate significance for all 

experiments. 

 

 
Results and Discussion 

 
1.5. Cell Phenotype and Count 

 
First, we counted cells for all confluence conditions after trypsin action on P3 culture. We calculated, 1.25 million 

per flask for cells seeded at 50% confluence, 1.74 million for cells at 80% and 2.74 million per flask for cells at 

100% confluence with less than 20% difference between the different cords. 

We observed cell phenotype to characterize the cell type. These cells were positive for CD90, CD105, CD73 

and CD166 but negative for CD34 and CD45 (Fig. 1). 

So, we showed that our cells were considered as MSCs just as the International Society of Cell and Gene 

Therapy (ISCT) suggest it as a quality control [19]. 
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Figure 1. Cell phenotype characterized by flow cytometry. Negative control in light and marker (CD34, CD45, CD90, CD105, CD73 and 

CD166) in dark. The data represent fluorescence intensity for negative and each marker. Data are representative results of three independent 

cords. 

 

1.6. Immunomodulatory Phenotype 

 
We then studied whether WJ-MSCs are capable or not of being an antigen presenting cells and to promote, through 

the immunological synapse, molecular interactions underlying regulation with the immune response between T 

cells. The main co-stimulation molecules involved were: CD80, CD86, CD40 and the type II major histocompat- 

ibility complex (HLA DP DQ DR). In our study, we found a significant difference (p < 0,05) only in percentage 

of positive cell between 50% and 80% confluence for CD80 (Fig. 2A). But it appeared that if CD80 and CD40 

were expressed in any conditions (ratio over 2 for 50, 80 and 100% confluence) (Fig. 2B), the CD86 molecule was 

expressed only at 100% confluence. 

Finally, the class II Major Histocompatibility Complex (MHC) was not expressed in any conditions. 

So, these results indicate that the main co-stimulation molecules involved in the formation of the immunolog- 

ical synapse were absent on WJ-MSCs making immune system activation impossible an allogeneic context. 

 

 

Figure 2. Molecules expression related to the immunological synapse. These molecules (CD80, 86, 40 and HLA-DP-DQ-DR) were studied at 

50, 80 and 100% confluence. Results were obtained by flow cytometry and were calculated in percentage of positive cells (A) and in ratio of 

mean fluorescence intensity of the sample compared with negative cell (B). The dotted lines represent the expression level for each molecule 

(ratio higher than 2 between sample and negative cell). Data is expressed as mean ± SD (N = 3 independent cords minimum). * p < 0,05. 
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Figure 3. Immune checkpoint molecules involved in cell immunoregulation. Membrane PD-L1, HLA-G1, soluble HLA-G and IDO enzyme 

were studied at 50, 80 and 100% confluence. Results were obtained by flow cytometry and were calculated in percentage of positive cells (A) 

and in ratio of mean fluorescence intensity of the sample compared with negative cell (B). The dotted lines represent the expression level for 

each molecule (ratio higher than 2 between sample and negative cell). Data is expressed as mean SD (N 3 independent cords minimum). 

**** p < 0,0001. 

 

 
1.7. Immunoregulatory Molecules 

 
Several molecules generated by the immunoregulatory molecules are proving to be expressed like PD-L1, HLA- 

G1 (except cells at 100% confluence), soluble HLA-G and IDO enzyme. Approximately 100% of cells expressed 

these molecules (Fig. 3A). 

Difference appeared in the number of molecules present on the surface of one cell, here expressed in ratio 

of mean fluorescence intensity of the sample compared with negative cell. Indeed, PD-L1 was significantly more 

expressed in ratio at low confluence (50% confluence) compared to sub-confluence (80% confluence) and high 

confluence (100% confluence) (p < 0,0001) (Fig. 3B). 

It appeared that even if the most important checkpoints [8, 20] were expressed in our different cell expan- 

sion conditions, low confluence seems to enhance their expression especially for PD-L1 (the antiproliferative T 

Lymphocyte). Functional test as cocultures with T cell functional tests must be done to confirm this impact on 

cells. 

 

1.8. Migratory Properties 

 
After the molecules were involved in immunomodulation, we checked cell migratory phenotype through the ex- 

pression of chemokine receptors (CXCR4, 7, 3), integrins-β1 (CD29), hyaluronan receptor (CD44) and the water 

channel aquaporin 1, recently described by Meng et al., [21] to be implied in cell migration. All these molecules 

were expressed by all cells in every condition except CXCR4 and less so for CXCR3 (Fig. 4A). 

In number of molecules expressed for one cell, the CD29 was significantly more express at middle confluence 

(80% confluence) compared to 50% and 100% confluence (p < 0,0001). The same is observed for CD44 receptor, 

it was significantly more expressed at 50 and 80% confluence compared to 100% confluence (p < 0,0001). Only 

CXCR3 seems to be more expressed at high cellular confluence, but without significant difference with the other 

conditions (Fig. 4B). 

With these phenotypic results, it appeared that WJ-MSCs would be able to engage the mechanisms of rolling 

and stop on the endothelial membrane after intravenous injection. This mechanism is particularly possible with 

integrin (CD29) and CD44 [22]. After, WJ-MSCs would embarking on a transmigration stage to pass the endothe- 

lium and thus migrate to the inflammatory site. Due to the expression of AQP1 and CXCR4 like Pelagalli et al. [10] 

showed it. 

Thanks to previous results, we focus on cell seeded at 80% confluence to investigate cell migration properties 

in vitro. For this, functional test was made in Boyden chamber with five percent of platelet lysate as chemoattractant 
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Figure 4. Migratory molecules involved in cell migration. Membrane CD44, AQP-1, CXCR4, 7 and 3 were studied at 50, 80 and 100% 

confluence. Results were obtained by flow cytometry and were calculated in percentage of positive cells (A) and in ratio of mean fluorescence 

intensity of the sample compared with negative cell (B). The dotted lines represent the expression level for each molecule (ratio higher than 2 

between sample and negative cell). Data are expressed as mean ± SD (N = 3 independent cords minimum). **** p < 0,0001. 

 

 

 
 

 

Figure 5. MSC’s migration in Boyden chamber during 24 h at 80% confluence with culture medium (left) and 5% of platelet lysate (right) in 
the lower room, scale represent 100 μm (A). Results are represented in histogram in fluorescence intensity (B). Data are expressed as mean ± 

SD (N = 3 independent cords minimum). * p < 0,05. 

 

in the lower room. Pictures were analyzed after 24 h of migration (Fig. 5A). We showed that MSCs migrated poorly 

without chemoattractant in the lower room, but a significant migration was observed with platelet lysate (Fig. 5B) 

(p < 0,05). 
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Conclusion 

 
Nowadays the immunomodulatory properties of different types of MSCs have been well demonstrated, but their 

homing capacity still needs to be improved [12]. In this study we focused on cell confluence to optimize im- 

munomodulatory and migratory properties for umbilical cord MSCs. 

To conclude, low confluence seems beneficial for immunomodulatory and migratory properties. However, as 

many cells are required for cell therapy, subconfluence culture seems to be a good understanding between the 

number of cells and better immunological and migratory properties. Conversely high-confluence culture does not 

appear to be a good alternative. 

Moreover WJ-MSCs have the ability to migrate in vitro but further studies need to be investigated to under- 

stand the mechanisms of migration, including in vivo studies. 
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III- Etude des différents préconditionnements cellulaires sur 

l’immunomodulation et la migration des cellules souches/stromales 

mésenchymateuses de gelée de Wharton  

 
Article 3 Impact of cell preconditioning on immunomodulation and migration properties of 

Wharton Jelly’s Mesenchymal Stem cells. 

 

Charlotte Voisin, Sara Nahle, Anne-Béatrice Notarantonio, Ghislaine Cauchois, Danièle 

Bensoussan et Céline Huselstein 

 

En cours de soumission. 

 

Intérêts de l’étude :  

 La dernière partie de ce projet de thèse porte sur l’optimisation des propriétés migratoires 

et immunomodulatrices des CSM-GW via l’utilisation de préconditionnements. Les cellules 

ont été amplifiées jusqu’à la fin du passage 3 puis un préconditionnement cellulaire a été 

appliqué pendant 1 ou 24 heures avec du Lipopolysaccharide (LPS), de l’acide 

Polyinosinic:polycytidylic (Poly I:C) ou du Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1) et 48h avec 

de l’Interféron-γ et du Tumor Necrosis Factor α (IFN/TNF) (figure 26). Ces différents 

préconditionnements sont utilisés dans le but de promouvoir la migration des CSM-GW tout en 

conservant des propriétés immunomodulatrices optimales. L’effet du temps et du 

préconditionnement a été étudié du point de vue moléculaire, phénotypique et fonctionnel sur 

les propriétés immunomodulatrices des CSM-GW et également sur leurs propriétés migratoires. 

Pour les expérimentations moléculaires, des PCR quantitatives par transcription inverse (RT-

qPCR) ont été entreprises. Au niveau phénotypique, l’expression des récepteurs a été analysée 

en cytométrie en flux. Les manipulations fonctionnelles mises en place pour étudier les 

propriétés immunomodulatrices des CSM-GW ont été faites grâce à des cocultures de 

Lymphocytes T. Pour finir, les migrations en chambre de Boyden ont été instaurées afin de 

quantifier les propriétés migratoires fonctionnelles des CSM-GW. 

 L’impact de cette étude serait après expansion, préconditionnement et conservation en 

banque, d’utiliser ces cellules en thérapie cellulaire pour des pathologies telles que la GvH, le 

sepsis ou encore la COVID-19. 
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Figure 26 Méthodologie de préconditionnement des cellules souches/stromales mésenchymateuses. A la fin de 

leur culture en Passage 3, les CSM-GW sont préconditionnées pendant 1 et 24h à l’acide 

Polyinosinic:polycytidylic (Poly I:C) afin de stimuler le récepteur TLR3, au Lipopolysaccharide (LPS) afin de 

stimuler le TLR4, pendant 48h à l’Interféron-γ et au Tumor Necrosis Factor α (IFNγ /TNFα) et enfin pendant 1 

et 24h au Stromal cell-derived factor 1 (SDF-1), tout cela dans le but de mimer un contexte respectivement 

infectieux, allogénique et chimio-attractant. 

 

Résultats/ Discussion : 

 Les principaux résultats montrent que tous les préconditionnements apparaissent égaux 

du point de vue de la viabilité cellulaire et du taux de doublement cellulaire. Au niveau des 

marqueurs liés à la synapse immunologique, les molécules CD80, 86 et 40 se trouvent exprimés 

pour tous les préconditionnements avec une augmentation significative après le 

préconditionnement à l’IFN/TNF pour CD40 et CD80 par rapport aux cellules non 

préconditionnées, toutefois le CMH-II ne s’est vu exprimé dans aucune condition. Lors de tests 

fonctionnels en coculture avec des lymphocyte T activés, les CSM ont été capable d’inhiber la 

prolifération de ces derniers et ce, de manière significative.  

 Concernant les résultats d’immunomodulation, de nombreux transcrits de chimiokines 

comme RANTES, GROa, MIF, GROg et ITAC se sont vues surexprimées significativement 

après préconditionnement à l’IFN/TNF. Au niveau membranaire, le marqueur 

immunomodulateur PDL1 était surexprimé de manière significative après 48h de 

préconditionnement à l’IFN/TNF. Pour ce qui est des facteurs solubles sécrétés par les CSM, 

l’IL-6, l’IL-8 ainsi que le PDL1 solubles ont été surexprimés significativement par rapport aux 

CSM non préconditionnées. 
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A propos des propriétés relatives à la migration des CSM-GW, le récepteur CXCR4 apparaît 

surexprimé au niveau moléculaire après 24h de préconditionnement au Poly I:C. Toutefois, ce 

récepteur se voit non exprimé au niveau membranaire, mais fortement au niveau intracellulaire. 

Après expérimentations fonctionnelles en chambre de Boyden, nous avons pu observer une 

migration optimale après préconditionnements au LPS et SDF. De plus, après ajout de 

l’antagoniste du CXCR4 (AMD3100), la migration cellulaire apparaît significativement inhibée 

pour les cellules préconditionnées au LPS et SDF alors qu’après ajout de l’antagoniste du 

CXCR3 (AMG487), la migration apparaît significativement diminuée après le 

préconditionnement à l’IFN/TNF. Cela laisse penser que les différents préconditionnements 

n’agissent pas de manière semblable sur la migration des CSM-GW. 

 Cette nouvelle étude a donc permis d’améliorer les propriétés immunomodulatrices grâce 

au préconditionnement à l’IFN/TNF et d’améliorer les propriétés de migration des CSM-GW 

après préconditionnement au LPS et SDF. Nous pourrions donc nous demander si un double 

préconditionnement à l’IFN/TNF et au LPS ou SDF, ne serait pas bénéfique dans le but de 

perfectionner ces deux propriétés.  
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Abstract 

Mesenchymal stem/stromal cells (MSC) have been extensively studied for two decades as they 

present very interesting properties like regenerative and immunomodulatory ones. Moreover, 

they can be largely expanded in vitro in 2-dimension-cultures but also in bioreactors according 

to GMP compliant protocols allowing their use into the patient as an advanced therapy 

medicinal product (ATMP), in some cases through market authorization. Unfortunately, MSC-

in vitro expansion has been reported implicated in the loss of biological functions, as migratory 

properties. Thus, once infused in vivo, these cells are trapped in lungs in a very short time. 

Several studies report the advantages of preconditioning protocols to preserve the migration 

properties of MSC. 

The purpose of this study is to define a preconditioning regimen that improves Wharton’s jelly 

MSC (WJ-MSC) migration while maintaining their immunomodulatory properties. Different 

cell preconditioning were studied: Interferon-γ (IFN) and Tumor Necrosis Factor α (TNF), 

Lipopolysaccharide (LPS), Polyinosinic:polycytidylic acid (Poly I:C) or Stromal cell-derived 

factor 1 (SDF-1) during different time, 1h, 24h or 48h. These preconditioning regimens are used 

to mimic different environments, such as IFN/TNF preconditioning to reproduce an allogeneic 

situation, LPS to mimic a bacterial infection, Poly I:C to mimic a viral infection, while SDF is 

used to represent cell attraction and migration. 

Results let appear that IFN/TNF is better for maintaining immunomodulatory properties, 

notably with an overexpression of chemokines transcripts (RANTES, GROa, MIG, GROg and 

I-TAC), overexpression of ligand PD-L1 and an increase paracrine activity (IL6, IL8 and 

soluble PD-L1). While LPS, SDF and Poly I:C improve migration properties, with 

overexpression of CXCR4 transcript and increased migration into Boyden chamber with these 

3 preconditioning.  

To conclude, these different preconditioning regimens, could then be used together to improve 

both migration and immunomodulation of WJ-MSC. Notably to use these cells in cell therapy.  
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Introduction 

Mesenchymal stem/ stromal cells (MSC) are widely studied since their first description 

in 1976 by Friedenstein (1). Their classical definition relies on the fact they (i) adhere to plastic, 

(ii) present certain differentiation clusters such as CD90, CD105 and CD73 and (iii) are 

negative for the type II major histocompatibility complex (MHC-II) and hematopoietic markers 

(CD45, CD34, CD14 and CD19) and (iv) are able to differentiate into osteocytes, adipocytes 

and chondrocytes (2). They can be found and isolated in different tissues: adipose tissue, 

articular cartilage, brain, dental tissue or perinatal tissue like amniotic membrane, placenta, 

Wharton’s jelly or cord blood (3).  

They have often been studied for their cell regeneration properties like bone or cartilage 

tissue regeneration. During the last decade, they have been increasingly studied for their 

immunomodulatory properties including the fact that they inhibit T cell proliferation and 

suppress the allogeneic T cell response, in a contact-dependent way (4). They can also modulate 

the immune system thanks to paracrine properties (5). So, they would be particularly effective 

in cell therapy in severe inflammatory diseases like septic shock (6) or Graft versus Host 

Disease (GvHD) (7) and more recently for the acute respiratory distress syndrome secondary 

to COVID-19 infections (8,9).  

Unfortunately, after intravenous injection, MSC accumulate in the lungs and after 24 

hours, less than 0.1% are found in other tissues (10) and the others do not pass the pulmonary 

barrier (11). The migration mechanism of Bone-Marrow MSC (BM-MSC) would involve the 

steps related to diapedesis, notably with a step of rolling, activation, arrest, and transmigration 

(12). The rolling step involves the glycoprotein CD44, but before the activation step is primarily 

mediated by the chemokine receptor CXCR4 which binds SDF-1. The arrest step is enabled by 

integrins and finally the last transmigration step requires matrix metalloproteinases. Most of 

these proteins and receptors seem to be expressed except for the CXCR4 receptor, which does 

not seem to be exposed on the surface of MSC (13,14). Then, in vitro expansion is described to 

alter the migration potential of MSC (15). In our previous work, we reported the effect of cell 

confluence during in vitro expansion on the expression of molecules involved in migration. 

Indeed, low-confluence cultures appear beneficial for immunomodulatory and migratory 

properties (16). 

Many publications mentioned the interest of enhancing therapeutic properties of MSC 

during expansion. Cell preconditioning consists in stimulating cells during their in vitro 

expansion to potentiate some specific function or lineage-specific differentiation. For MSC 

based therapies, several preconditioning approaches are described using mainly either 

inflammatory cytokines, or hypoxia, or pharmacological drugs and chemical agents (17). The 

benefit is widely described, especially for the immune properties, as a general effect, pro-

inflammatory preconditioning increases the immunosuppressive properties of MSC by 

stimulating the secretion of anti-inflammatory and immunomodulatory factors (18). More 

recently, many researchers try to enhance MSC migration (12,19) using different methods like 

change route administration, pretreatment or preconditioning or genetic modification. 

To support this, Toll Like Receptor (TLR) stimulation seems to be interesting to enhance 

immunomodulatory and migratory MSC’s properties. Indeed, Tomchuck et al, have shown that 

TLR3 stimulation with Polyinosinic:polycytidylic acid (Poly I:C) and TLR4 stimulation with 

Lipopolysaccharide (LPS) appeared to be a mechanism that would allow the recruitment, 

migration and activation of the immunomodulatory function of MSC in injured or stressed 

tissue (20). Later, the same team showed that Poly I:C and LPS increased MSC migration in 

Boyden chamber specifically after 1h of preconditioning compared to 24h. They also 

established that TLR4 stimulation increased the expression of pro-inflammatory mediators 

(pro-inflammatory phenotype: MSC 1) while TRL3 stimulation suppressed T cell activation 

(anti-inflammatory phenotype: MSC 2) (21). 
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Cell preconditioning could also contribute to improve those properties (22,17,23). The 

optimal preconditioning expected in MSC-based therapy will be the one which simultaneously 

improves immunomodulatory and migratory properties.  

The aim of this work is to enhance migration properties while maintaining 

immunomodulatory features of WJ-MSC thanks to preconditioning regimens composed either 

of Interferon-γ (IFN) and Tumor Necrosis Factor α (TNF), LPS, Poly I:C or Stromal cell-

derived factor 1 (SDF). We investigated the impact of those different preconditioning regimens 

on gene expression, cell phenotype, and on the immunomodulatory and migratory MSC 

properties. 

 

Materials and Methods 

1. WJ-MSC and HT-1080 culture 

The umbilical cords were received from the Maternity Hospital of Nancy. This collection was 

approved by the Nancy Hospital ethics committee and French Ministry of Research (No. DC-

2014-2114). Wharton’s Jelly MSC from umbilical cords were grown according to Good 

Manufacturing Practice as previously described  (16). Cells at passage 3 (P3) having reached 

80% overage of the culture dish surface (named “subconfluence”) were detached with Trypsin- 

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (0.025%) and studied. In addition, viable cells were 

counted for each condition thanks to trypan blue dye exclusion with Bio-Rad TC20 Automated 

cell counter (BioRad, USA). 

HT-1080 NucLight green cells (Sartorius company, Germany) were cultured in T75 flasks with 

alpha-MEM medium (Lonza, Switzerland) enriched with 10% fetal bovine serum, 2 mM 

glutamine, 100 IU/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, and 2.5 μg/mL amphotericin B and 

changed every 3 days. 

2. WJ-MSC preconditioning  

WJ-MSC were preconditioned with 4 different regimens. To mimic an allogeneic environment 

with IFN (20ng/mL) and TNF (30ng/mL) (Miltenyi Biotec, Germany), this mix was added 

directly to the cultured medium for 48 hours before trypsinization. To mimic an inflammatory 

environment induced by a bacterial or a viral infection, LPS (Sigma, USA) or Poly I:C (Sigma, 

USA), respectively were added to the culture medium at a final concentration of 1µg/mL for 1 

or 24 hours before trypsinization, as a positive control of migration, a medium supplemented 

with SDF-1 (Miltenyi Biotec, Germany) (30ng/mL) was used.  

3. Transcript analysis by RT-qPCR 

After P3, all cell conditions were manually detached and recovered in QIAzol (Qiagen, 

Germany) to be placed at -80°C. Then, total RNA was extracted with Phenol-chloroform 

method and dosed by NanoDrop One (ThermoScientific, USA). One hundred nanograms were 

used for cDNA synthesis. Gene’s expression was determined by RT-qPCR using ViiA 7 Real-

Time PCR System.  Lists of primer sequences (Eurogentec, Belgium) used for RT-qPCR was 

kindly provided by K Bider, Hôpital Tel Hashomer, Ramat Gan, Israël (table 1). Reactions were 

set at 95°C for 30 seconds, followed by 40 cycles of 95°C for 15 sec and 60°C for 1 minute. 

Data were analyzed by QuantStudio Real-Time PCR System and expressed in fold changed 

compared to gene expression for unstimulated cells. The expression was calculated with the 

ΔΔCt method with RPS29 (40S Ribosomal Protein S29) housekeeping gene. Cycle threshold 

above 35.0 were not considered for the analysis. 

4. Flow cytometry experiments 
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Intracellular and membrane immunolabeling was performed under saturating conditions. Cells 

were incubated with phosphate-buffered saline/Bovine Serum Albumin 0.5% (PBS/BSA) 

(Sigma, France) and stained for 30 min at room temperature with direct membrane antibodies: 

anti-CD40-phycoerythrin (PE), anti-CD80-PE, anti-CD86-fluorescein isothiocyanate (FITC) 

(Miltenyi, France), anti-HLA-DP, DQ, DR-FITC (Sony, USA), anti-CD29-Alexa 700 (A700) 

(Biolegend,USA), anti-CD44-FITC (Beckman, USA) and anti-PD-L1-allophycocyanin (APC) 

(eBiosciences, USA). For intracellular staining, the Cytofix/ Cytoperm kit (BD Biosciences, 

USA) was used to permeabilize the membrane according to manufacturer’s instructions. Then, 

cells were stained for 30 min at room temperature with anti- C-terminal amino acid sequence 

(22-mer) of soluble HLA-G5 and HLA-G6 proteins-FITC (2A12 clone) (Exbio, Czech 

Republic), anti-IDO-Alexa Fluor 488 (R&D systems, USA), anti-CXCR3-APC (Miltenyi, 

France), anti-CXCR4-A700 (Biotechne, USA), anti-CXCR7-APC (Biolegend, USA) 

antibodies. Lastly, an indirect immunolabeling was used to detect aquaporin. Briefly, WJ-MSC 

were incubated for 30 min with rabbit anti-AQP1 antibodies (Abcam, UK). Afterwards, cells 

were washed with PBS/BSA and centrifuged before they were incubated for 30 min with a 

secondary antibody, a goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 (Abcam, UK). Negative controls 

were performed to detect cell auto-fluorescence. Cells were analyzed with the Gallios flow 

cytometer (Beckman Coulter, USA) with an acquisition of 50,000 events. The cytometer was 

calibrated daily with Flow-Check Pro fluorospheres (Beckman Coulter, USA). Flow cytometry 

results were analyzed with KALUZA software (Beckman Coulter, USA).  

5. Detection of soluble molecules by Enzyme-linked immunosorbent assay 

For Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), cells were cultivated in P3. Culture media 

were collected at the end of P3 before trypsinization and centrifuged (1000 rpm/min, 5 min) 

before storage at –20°C. Soluble molecules secreted by WJ-MSC were dosed, by competitive 

ELISA for PGE2, and sandwich ELISA for IL-6, IL-8, IL-10, VEGF, TGF-β1, HGF, PD-L1, 

SDF-1 and MIG (DuoSet Kit, R&D Systems, USA), as described by the manufacturer. When 

values were above the kit specifications, the samples were diluted. Quantification of soluble 

molecules was performed with plate reader Varioskan Flash (Thermo Fisher, USA) at 450nm. 

 

6. T lymphocyte proliferation assays  

Human peripheral blood mononuclear cells were obtained after gradient density separation 

derived from blood of healthy donors. T cells were purified with immunomagnetic negative 

selection Pan-T cells depletion kit (Miltenyi Biotec, Germany). The CD3+ cells were labeled 

with Carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (BD Biosciences, USA) and activated by 

anti-CD3 and anti-CD28 antibodies (R&D Systems, USA). The co-culture was performed in a 

96-well culture plate and included 50,000 WJ-MSC, preconditioned or not, and 50,000 T CD3+. 

Cells were cultured with 10% bovine serum albumin (BSA) added to RPMI medium (Gibco, 

ThermoFisher, USA) for 5 days in normoxic conditions (5% CO2, 21% O2). After these days, 

cells were collected, resuspended in Buffer, and washed during 5minutes. Then the cells were 

stained at 4°C in the dark during 20min with antibodies, anti-CD3-PE (BD Biosciences, USA), 

anti-CD4-PE-Cyanin 7 (BD Biosciences, USA) and anti-CD8-peridinin-chlorophyll-protein 

complex cyanin 5.5 (PerCp Cy5.5) (BD Biosciences, USA). After this time, the cells were 

washed, resuspend and analyszed in flow cytometry with the Gallios flow cytometer (Beckman 

Coulter, USA). 

7. Migration in Boyden chamber 
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At the end of P3, WJ-MSC were used for functional migration tests in Boyden chamber. This 

technology was made with Cytoselect fluorometric format (Cell Biolabs, Inc, USA). Seventy 

thousand WJ-MSC or HT-1080 serving as positive control were put in the upper room on a 

membrane with 8µm pores. Culture medium with or without platelet lysate, SDF-1 (50ng/mL) 

and MIG (30ng/mL) was added in the lower room. Before that, CXCR4 (AMD 3100) and 

CXCR3 (AMG 487) antagonists were incubated with MSC for 1h and 2h respectively before 

being placed in the upper room. Culture plates were placed in normoxic conditions (5% CO2, 

21% O2) for 24 hours. After that, cells were detached, lysed, and marked with fluorescent dye. 

Then, quantification of migration was performed with plate reader Varioskan Flash (Thermo 

Fisher, USA) at 480/520 nm. 

8. Statistical Analysis 

Statistical tests and graphic representations were performed with GraphPad Prism 9 (GraphPad, 

USA). All data is presented as means ± standard deviation (SD) of independent experiments 

with cells from different donors that were pooled. Significant statistical differences were 

calculated using one- /two-way ANOVA (analysis of variance). A p-value less than 0.05 was 

considered significant for the tests. If significance existed, a post-hoc analysis would be 

performed using the Tukey’s post-tests for ANOVA to evaluate significance for all 

experiments. 

Results 

1. Impact of preconditioning on WJ-MSC 

We first verified if the different preconditioning regimens impacted WJ-MSC renewal 

properties, specifically cell viability and population doubling level. The results (figure 1A and 

B) show that no difference appear between preconditioning and time of preconditioning. So, 

these molecules do not affect nor cell viability nor population doubling level (p>0.05). 

Then, we examined the TLR, mainly TLR3 and TLR4, because their activation could 

modulate the function and therapeutic effect of MSC. 

So, we verified if LPS and Poly I:C preconditioning activate the Toll like receptor (TLR) 3 and 

4 in WJ-MSC. In the figure 2, TLR 3 and TLR4 are weakly expressed on cells preconditioned 

with Poly I:C and LPS, respectively (percentage under 2). But TLR 3 and 4 expression increases 

weakly after 24h appropriate preconditioning compared to 1h. In fact, TLR 4 expression was 

1.21% for 24h preconditioning against 0.59% for 1h preconditioning (figure 2A) and TRL 3 

expression was 1.34% for 24h preconditioning against 1.19% for 1h preconditioning (figure 

2B). 

 

2. WJ-MSC’s immune properties 

We focus our first part on WJ-MSC immune properties, notably by studying immune 

membrane phenotype and immunomodulatory properties in coculture with T cells. We assessed 

expression of surface molecules including costimulatory molecules (CD80, 86 and 40) and 

MHC-II. The expression of these surface molecules was evaluated through flow cytometry. 

Results were expressed in ratio mean fluorescence intensity (MFI) of the sample on the natural 

cell autofluorescence. If this ratio was under 2, the marker is considered negative. This results 

presentation in MFI allows to reflect the number of molecules present in cell. 

Thus, figure 3A shows that regardless the preconditioning regimen used, no expression of HLA 

class II molecules DP, DQ, DR is observed. Whereas we showed a significant increased 

expression of some costimulatory molecules after IFN/TNF preconditioning: 8 MFI for CD80, 

70 MFI for CD40 (p<0.01 and p<0.05 respectively) and between 1h and 24h preconditioning 
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with 7 MFI for SDF (p<0.001). At the same time, we studied immunomodulation capacities of 

WJ-MSC in a coculture with T cells. Results in figure 3B show that all MSC conditions can 

significantly inhibit the T cell proliferation. Significant results show an average T cell inhibition 

of 50 percent. 

After that, we were interested in the WJ-MSC’s chemoattraction properties mediated by soluble 

factors to attract immune cells. Then, chemokines transcripts level was performed. In the figure 

4, the results presented are expressed in fold change compared to non-preconditioned cells. This 

means that when this ratio is higher than 1, a positive regulation is observed for the studied 

preconditioning. 

Results reveal that for CCL and CXCL family transcripts, the mRNA from MSC preconditioned 

48h with IFN/TNF is significantly expressed compared to non-preconditioned cells. This 

overexpression is visible especially for RANTES (CCL5) (p<0.05), GROa (CXCL1) (p<0.05), 

MIG (CXCL9) (p<0.0001), GROg (CXCL3) (p<0.0001) and I-TAC (CXCL11) (p<0.05). The 

other transcripts MIP1a (CCL3), MIP1b (CCL4), MCP2 (CCL8), CCL22, SDF-1 (CXCL12), 

ENA-78 (CXCL5) and IP-10 (CXCL10) are expressed for WJ-MSC without significant 

difference between preconditioning (data not shown). 

Concerning expression of the main immunomodulatory molecules, if PD-L1, IDO and HLA-

G5 were expressed under all conditions (figure 5), only PD-L1 was significantly expressed on 

MSC preconditioned with IFN/TNF during 48h compared to cells without preconditioning 

(p<0.001).  

In addition, we analyzed the potential of WJ-MSC to secrete interleukins, growth factors and 

immunity molecules to create an immunomodulatory environment. The supernatants of P3 were 

collected before trypsinization. As our different conditions showed identical population 

doubling levels, we then consider that the number of cells is identical therefore the observed 

differences are related to the preconditioning and not to a variable number of cells. 

Different soluble factors were analyzed: PGE2, VEGF, HGF, IL-6, IL-8, PDL1 and TGF-β1 

(figure 6). A significant increased secretion was observed only with 48h IFN/TNF 

preconditioning for IL6, IL8 and soluble PD-L1 compared to wo preconditioning. SDF 

preconditioning showed a significant decrease of prostaglandin E2 secretion compared to wo 

preconditioning (p<0.05 for 1h SDF preconditioning and p<0.01 for 24h SDF preconditioning). 

VEGF was not secreted wo preconditioning and a significant expression of this growth factor 

was observed for 1h LPS preconditioning (p<0.05) and 24h Poly I:C preconditioning (p<0.01). 

Significant difference appeared between 1h and 24h of Poly I:C, with an overexpression for 

24h preconditioning (p<0.05). In contrast, no secretions were detected for IL10 and MIG. 

 

3. WJ-MSC’s migration properties 

 To determine the effect of preconditioning on WJ-MSC’s migration, we first analyzed 

CXCR3, CXCR4, CXCR7 expression at both molecular and protein levels. 

The results show in figure 7 a transcriptional activity for CXCR3, CXCR4, CXCR7 and AQP1 

only for preconditioning with SDF and Poly I:C. 

One significant difference is represented with an overexpression of CXCR4 transcript only with 

24h Poly I:C preconditioning versus non-preconditioned cells. 

Then we studied protein expression of these same receptors and pores. These can be expressed 

at the membrane level but also at the intracellular level. Flow cytometry results are expressed 

in MFI. 

About membrane expression of migratory phenotype, it appears that CXCR3 and CXCR7 are 

slightly expressed (MFI higher than 2 for CXR3 and MFI higher than 5 for CXCR7 with and 

without preconditioning) (figure 8) while membrane CXCR4 is not observed. However, total 

(membrane and intracellular) CXCR3, CXCR4 and CXCR7 are largely expressed, with a 
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tendency to overexpression for IFN/TNF preconditioning for CXCR3 and CXCR7. For the 

other proteins related to migration, AQP1, CD44 and CD29 (figure 9) they appear to be highly 

expressed with no significant difference with or without preconditioning. 

Finally, we tested migration capacities of WJ-MSC using the transwell migration assay. It 

appears that, regardless preconditioning conditions, cells migration is improved with addition 

of platelet lysate but with no significant difference. Cells preconditioned with SDF migrate 

significantly in greater proportion than cells with IFN and TNF preconditioning (p<0.05) 

(figure 10). 

Regarding the results on migration-related mechanisms, two antagonists were added in advance 

to the cultures. The results in figure 11A show a significant decrease in migration for MSC 

preconditioned with LPS and SDF after contact with the CXCR4 antagonist. While IFN/TNF 

preconditioned cells show only a significant decrease in migration after contact with the 

CXCR3 antagonist (figure 11B). 

 

Discussion 

Mesenchymal stem/ stromal cells are still today studied for their numerous properties of 

regeneration but also for their immunomodulating potential. We focus this study on 

preconditioning to improve immunomodulatory and migratory properties in order to use WJ-

MSC as an advanced therapy medicinal product (ATMP) (24). Here we used different 

molecules for the purpose of being used as preconditioning: LPS, SDF, Poly I:C and IFN/TNF. 

In this study, different preconditioning times (1h and 24h) were investigated considering the 

results of Waterman's team for TLR (21). The experiments using IFN/TNF were only set up 

after 48h of preconditioning because it was already the subject of a previous study (25). 

In our previous researches (25,16), we showed that the expanded cells are positive for 

CD90, CD105, CD73, CD166 and negative for CD34 and CD45. In this new study, we take the 

same gating strategies and as requested by the International Society of Cell Therapy (ISCT) (2), 

we assume that our cells from Wharton's jelly have a stromal/mesenchymal phenotype. 

The first thing we looked at was the impact that preconditioning could have on cell 

viability and proliferation. So, we have demonstrated that the four preconditioning does not 

affect cell properties while very few studies focus on the effect of preconditioning on cells. 

  Concerning the low expression of TLR 3 and 4, other teams have demonstrated that 

expression of TLR 4 is negative or very low expression for WJ-MSC and low expression of 

TLR3 under inflammatory conditions (26,27). However, all these researches show that the 

stimulation of these TLRs remains beneficial for the induction of the immunosuppressive power 

of MSCs. 

Some molecules of synapse showed activation, like CD80, 86 or 40 in in almost all 

conditions but an overexpression appeared only with IFN/ TNF preconditioning specifically for 

CD80 and CD40. No expression was shown for type 2 major histocompatibility complex (HLA 

DP, DQ, DR), which leads us to believe that WJ-MSC cannot active immune system and T cell 

particularly. What has been proven with inhibition of T cell proliferation in contact coculture 

as we demonstrated and also Weiss et al., (28). But any difference was observed between the 

preconditioning nor between the preconditioning times. 

Beyond the cell-cell contact, the immunomodulation mechanism of MSC also involves 

the secretion of a certain number of soluble factors capable of interacting through paracrine 

effect with immune cells as PDL1, the IDO enzyme or the soluble HLAG5. In our study, these 

three molecules were expressed with and wo preconditioning, but only PDL1 was significantly 

overexpressed with IFN/TNF preconditioning compared to cells without preconditioning 

(p<0.001). Same overexpression with IFN/TNF is recovered in several chemokines transcripts 

which could mean that the cells would be able to attract and modulate immune cells to the 

inflammatory site. For the paracrine effects, this study shows various secretion involved in 
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immunomodulation. Especially with IFN and TNF preconditioning for IL6, IL8 and PDL1 

expression. Same significant expression was demonstrated with IFN pretreatment for IL6 and 

IL8 in WJ-MSC by Raicevic team in 2011 (26). Taken together these secreted molecules act 

for an immunomodulatory environment (29). 

In conclusion, it appears that at the molecular and protein levels, preconditioning with 

IFN and TNF results in a better immunomodulatory phenotype of WJ-MSC. These findings 

have been demonstrated in several studies for IFN and TNF, however no study to date has 

compared these four different preconditions. 

 

The second innovative element of this study is the simultaneous analysis of 

immunomodulatory and migratory properties. Thus, we studied in this second part the 

properties related to the migration of WJ-MSC. 

Concerning this functionality, the different steps of the process are limiting in the therapeutic 

action of MSC, that is why it is important to understand the mechanisms and improve it. Several 

hypotheses are then evoked, and it appears that the expansion of cells are a limiting factor in 

the loss of this migratory potential, as we have shown in our previous study with the impact of 

cell confluence (16). Also, cell preconditioning appears to be favorable especially in increasing 

MSC migration (22,17). 

Like Tomchuck, we demonstrate that Poly I:C and LPS, with TLR 3 and TLR 4 activation are 

beneficial for the MSC migration (20), however compared with Waterman et al., CXCR4 

transcript and migration are beneficial with 24h preconditioning in comparison to 1h (21).  

In addition, our results show that preconditioning with SDF would improve the migration rate 

of MSC as demonstrated in 2019 by Farashah et al (30). 

Unfortunately, preconditioning with IFN and TNF did not show any benefit for WJ-MSC 

migration. 

We showed that CXCR4 are not expressed on WJ-MSC’s membrane as it was demonstrated 

for BM-MSC (14,31). In a recent study, it was observed that this low expression could be due 

to the enzymatic dissociation method of cells. This team showed that after dissociation with 

0.05 % trypsin and 1mM EDTA, 5.6% of MSC expressed the CXCR4 receptor while after 

scraping, 30.4% of MSC expressed it (32). Then, non-enzymatic dissociation could preserve 

the CXCR4 receptor on the MSC surface. 

To study CXCR4 and its potential involvement in MSC migration, we used antagonists before 

migrating cells in Boyden chamber. 

The use of antagonists showed that the migration mechanism of WJ-MSC could be mainly due 

to the CXCR4. Then, for the first time we showed that migration is generated by the SDF-

1/CXCR4 axis in WJ-MSC as demonstrated several times on bone marrow derived MSC (33). 

Interestingly, no major difference was observed for immunomodulatory aspect between 

24h or 1h preconditioning for LPS, SDF or Poly I:C unlike the work of Waterman (21). Even 

if CXCR4 transcripts was overexpressed during 24h preconditioning. So, we decided to perform 

functional migration after 24h preconditioning.  

 

Conclusion 

To conclude, this study shows that preconditioning with IFN/ TNF seems to be better for 

increase the immunodulatory properties of WJ-MSC while preconditioning with SDF, LPS or 

Poly I:C seems to improve cell migration. We could therefore ask ourselves if preconditioning 

with IFN/TNF mixed with the others preconditioning would not be a good alternative to boost 

immunomodulatory properties and cell migration at the same time. Moreover, the different 

preconditioning must be tested in vivo, for example in a GvHD or septic shock model. 
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Figures 

 
Figure 1 Cell viability and population doubling according to the different time (1h, 24h and 48h) and 

preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, Poly I:C and IFN/TNF). Cell viability and population 

doubling level (PDL) was performed with a count of trypan blue after 72 hours. PDL is study in Passage 3 after 8 

days of culture. Data are expressed as mean ± SD. N= 4 independent umbilical cords. 
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Figure 2 TLR 3 and 4 expressions without preconditioning (autofluorescence), with LPS (A) and Poly I:C (B) 

preconditioning during 1h and 24h. Data are expressed in percentage by flow cytometry.  

A

B
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Figure 3 Immunological synapse marker’s expression (A) and T cell proliferation in coculture WJ-MSC (B) 

according to the different time (1h, 24h and 48h) and preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, Poly 

I:C and IFN/TNF). Immunological synapse markers studied are HLA DP DQ DR, CD80, CD86 and CD40. Results 

are expressed in mean fluorescence intensity (MFI) of sample under cell autofluorescence. Results with MFI under 

2 are considered negative for the marker. Cocultures was performed in 96 well with 50,000 WJ-MSC and 50,000 

CD3+ tagged with Celltrace. Data are expressed by flow cytometry as mean ± SD. N= 4 independent cords for 

immunological synapses markers and N=3 for cocultures. * p<0.05 ** p<0.01 *** p<0.001 **** p<0.0001. 

 

 
 

Figure 4 Real-time RT qPCR analysis for CCL (RANTES) and CXCL chemokines (GROa, MIG, GROg, I-TAC) 

according to the different time (1h, 24h and 48h) and preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, Poly 

I:C and IFN/TNF). Data are expressed in fold change compared to non-preconditioned cells as mean ± SD. N= 3 

independent umbilical cords. * p<0.05, **** p<0.0001. 
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Figure 5 Immunomodulatory markers (PDL1, IDO and HLA G5) according to the different time (1h, 24h and 

48h) and preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, Poly I:C and IFN/TNF). Results are expressed in 

mean fluorescence intensity (MFI) of sample under cell autofluorescence. Results with MFI under 2 are considered 

negative for the marker. 

Data are expressed by flow cytometry as mean ± SD. N= 4. *** p<0.001. 

 

 
 

Figure 6 WJ-MSC’s paracrine activity (PGE2, VEGF, HGF, IL6, IL8 and PDL1) according to the different time 

(1h, 24h and 48h) and preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, Poly I:C and IFN/TNF). Data are 

expressed by ELISA technology as mean ±SD. N= 5 independent cords * p<0.05 ** p<0.01 **** p<0.0001. 
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Figure 7 Real-time RT qPCR analysis for migratory receptors (CXCR3, CXCR4, CXCR7 and Aqp1) according 

to the different time (1h, 24h and 48h) and preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, Poly I:C and 

IFN/TNF). Data are expressed in fold change of non-preconditioning cells as mean ±SD. N= 3 independent cords. 

* p<0.05. 
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Figure 8 Membrane and total (membrane and intracellular) expression of CXCR3, 4 and 7 according to the 

different time (1h, 24h and 48h) and preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, Poly I:C and IFN/TNF). 

Data are expressed by flow cytometry as mean ±SD. N= 4 independent cords.  
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Figure 9 Migratory protein expression (Aqp1, CD44 and CD29) according to the different time (1h, 24h and 48h) 

and preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, Poly I:C and IFN/TNF). Data are expressed by flow 

cytometry as mean ±SD. N= 4 independent cords.  

 

 
 

Figure 10 Migratory properties of preconditioned WJ-MSC in Boyden chamber. Results are expressed in ratio 

fluorescent unit (RFU) for HT1080 cells or MSC and its preconditioning (without preconditioning, LPS, SDF, 

Poly I:C and IFN/TNF). Chemoattractant used in the lower chamber was culture medium alone (gray color) either 

culture medium supplemented with platelet lysate (PL) (blue color). Data are expressed as mean ±SD. N= 2 

independent cords in duplicate. 
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Figure 11 Migratory properties in Boyden chamber with chemoattractant: SDF (A) and MIG (B) in lower chamber 

and with cells pretreated with antagonist of CXCR4 and CXCR3 respectively: AMD 3100 (A) and AMG 487 (B). 

Results are expressed in ratio fluorescent unit (RFU) according to different preconditioning (without 

preconditioning, LPS, SDF, Poly I:C and IFN/TNF). Data are expressed as mean ±SD. N= 1 representative cord 

in duplicate. 
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Tables 
Table 1 List and sequences of PCR primers by group used for this study. 

Name Sense Anti-sense 

CCL Family 

RANTES 

(CCL5) GCTGTCATCCTCATTGCTACTG TGGTGTAGAAATACTCCTTGATGTG 

MIP1a 

(CCL3) GCAACCAGTTCTCTGCATCA TGGCTGCTCGTCTCAAAGTA 

MIP1b 

(CCL4) GCTTTTCTTACACTGCGAGGA CCAGGATTCACTGGGATCAG 

MCP2 

(CCL8) GGGACTTGCTCAGCCAGATTCAGT CAGCACAGACCTCCTTGCCCC 

CCL22 TGCGCGTGGTGAAACACTT TAGGCTCTTCATTGGCTCAGCT 

CXCL Family 

GROa 

(CXCL1) AACCGAAGTCATAGCCACAC GTTGGATTTGTCACTGTTCAGC 

MIG 

(CXCL9) 
GAAAGACCTTAAACAATTTGCCCCA TCACATCTGCTGAATCTGGGTTT 

SDF-

1(CXCL12) 
AGCCAACGTCAAGCATCTCAA TCGGGTCAATGCACACTTGT 

ENA-78 

(CXL5) GATCAGTAATCTGCAAGTGTTCGCC CAAGACAAATTTCCTTCCCGTTCTTCAG 

GROg 

(CXCL3) CGCCCAAACCGAAGTCATAGCCA TGGTAAGGGCAGGGACCACCC 

IP-10 

(CXCL10) 
CCAGAATCGAAGGCCATCAAGA TGGAAGCACTGCATCGATTTTG 

I-TAC 

(CXCL11) 
GGACAACGATGCCTAAATCCCA AGATGCTCTTTTCCAGGACTTCAT 

Migratory 

receptors 

CXCR3 CCAACCACAAGCACCAAAGC GGCAACCTCGGCGTCATTTA 

CXCR4 GTAGCAAAGTGACGCCGAGG AGTCATAGTCCCCTGAGCCC 

CXCR7 TCAGCACTAAGGGAGCCAGC GATCCATCGTTCTGAGGCGG 

Aqp1 CATCTTCCGTGCCCTCATGT CGAGTTCACACCATCAGCCA 

Housekeeping 

gene RPS29 TGCCGTACTGACGGAAACAC TTCAAACCGGCACGGTCTGA 
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Discussion générale 

 

Grâce à leurs propriétés de régénération et d’immunomodulation, les cellules 

souches/stromales mésenchymateuses sont encore très largement étudiées en 2021. 

L’objectif de ce travail était d’étudier l’impact des conditions de culture et l’effet d’un 

préconditionnement sur les CSM-GW, en médecine régénérative comprenant l’ingénierie 

tissulaire et la thérapie cellulaire. 

 

1. Différenciation des CSM 

Concernant le domaine de l’ingénierie tissulaire, les résultats que nous avons pu 

démontrer confirment que les cellules souches/stromales mésenchymateuses sont capables 

d’initier une différenciation chondrogénique grâce à l’environnement du biomatériau d’alginate 

et d’acide hyaluronique et en absence de facteurs de croissance. Il est maintenant reconnu que 

l’environnement mécanique dans lequel se trouve une CSM contribue à orienter sa 

différenciation (Schiavi et al. 2018).  

L’originalité de ce travail est d’avoir démontré que les CSM cultivées en biomatériau 

conservaient bien leurs propriétés immunomodulatrices tout le long de la culture. En effet, si 

de nombreuses études ont pu démontrer la capacité des CSM à se différencier en chondrocytes, 

très peu évoquent le potentiel immunomodulateur de ces cellules durant la différenciation. 

L’équipe de Zheng, s’est intéressée à la polyarthrite rhumatoïde et a pu aussi observer les effets 

immunomodulateurs des CSM différenciées en chondrocytes, en coculture avec des 

lymphocytes T. Néanmoins leurs CSM issues de la moelle osseuse n’étaient pas cultivées en 

biomatériau mais en pellets (Z. H. Zheng et al. 2008). 

Une autre étude a pu mettre en évidence la réparation du cartilage et la modulation du système 

immunitaire engendrées par les CSM. Ils ont montré que ces effets pourraient non pas être dus 

directement aux CSM mais seraient générés par les exosomes relargués par celles-ci. Toutefois, 

ces expérimentations ont été réalisées sur des CSM immortalisées dérivées de cellules souches 

embryonnaires humaines (S. Zhang et al. 2018).  

Toutes ces recherches garantissent le pouvoir de CSM à régénérer un défect 

cartilagineux. Dans notre cas, le biomatériau constitué de CSM pourrait être utilisé en tant que 

MTI à des fins de greffes articulaires. Le substitut implantable serait habilité à être utilisé par 

un chirurgien directement in situ dans la lésion.  
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Si cette lésion s’avérait plus invasive et impactait l’os sous chondral, un dispositif 

permettant de le régénérer devrait y être ajouté. Une équipe de Strasbourg a ainsi mis en place 

un dispositif pour la régénération de l’os. Leurs études décrivent l’utilisation d’un implant 

constitué de nanofibres de Poly-ξ-Caprolactone fonctionnalisé avec du chitosan et des 

réservoirs contenant un facteur de croissance : la protéine morphogénétique osseuse 7 (BMP-

7). Ce dispositif appelé « NanoM1 » a été combiné avec des CSM de moelle osseuse et a permis 

la régénération de l’os (Keller et al. 2015; 2019). 

 Une collaboration avec cette même équipe de Strasbourg nous a permis de travailler avec 

ce dispositif médical qu’est la membrane NanoM1, celle-ci produite par la société ARTiOS 

Nanomed. Des résultats non montrés dans ce manuscrit, utilisant des CSM-GW ensemencées 

en biomatériau d’Alg/HA disposées sur cette membrane ostéoconductrice NanoM1 ont pu 

confirmer non seulement la capacité des cellules à produire une matrice d’une part 

cartilagineuse et d’autre part osseuse mais qu’à nouveau, au cours du processus de 

différenciation, les CSM maintenaient leurs propriétés immunomodulatrices. Ces résultats 

semblent prouver que l’ensemble, composé de CSM-GW avec notre biomatériau d’Alg/HA 

ainsi que la membrane NanoM1 soit compétent à combler des défects cartilagineux avec atteinte 

osseuse icompris dans des contextes allogéniques. Afin de corroborer cela, des tests in vivo sont 

en cours. 

 

Dans le domaine de l’ingénierie tissulaire du cartilage, l’utilisation de CSM dérivées du 

cordon ombilical se voit toujours comme novatrice dû au plus faible nombre d’études 

répertoriées utilisant des CSM néonatales (moins de 20% des études traitant du sujet publiées 

et référencées dans PubMed). Ce qui prouve que peu de recherches sont encore faites sur les 

CSM issues du cordon ombilical, et que le gold standard reste encore les CSM issues de la 

moelle osseuse. Pourtant ces CSM issues de tissus néonataux comme le placenta, le cordon 

ombilical, la gelée de Wharton, semblent plus avantageuses. Le prélèvement de ces cellules se 

montre moins invasif que leurs homologues adultes comme la moelle osseuse ou le tissu 

adipeux. En plus de cela, les CSM issues de prélèvements néonataux possèdent des capacités 

de prolifération et de différenciation supérieures aux CSM issues de tissus adultes. Pour finir, 

ces CSM immatures se trouvent moins immunogènes et plus immunomodulatrices que des 

cellules issues de tissus adultes comme la moelle osseuse (Hass et al. 2011). Donders et son 

équipe ont pu révéler des différences de signature transcriptomique entre les CSM provenant 

de la gelée de Wharton et les CSM de moelle osseuse. Ils ont pu mettre en évidence de fortes 

propriétés immunomodulatrices dérivées des CSM-GW, par la surexpression de molécules 
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immunomodulatrices comme PD-L1 et de facteurs de croissances (Donders et al. 2018). Plus 

récemment, une équipe de Corée a pu montrer que les CSM dérivées de moelle osseuse et de 

cordon ombilical possédaient toutes deux des propriétés immunomodulatrices mais que ces 

cellules les exercent via différents mécanismes. L’expression de l’enzyme IDO demeure 

augmentée dans les CSM de moelle osseuse alors que la Prostaglandine E2, l’Interleukine 6 et 

les ligands PDL1 et PDL2 sont eux plus exprimés par les CSM de cordon ombilical (Song et 

al. 2020). 

 

2. Immunomodulation engendrée par les CSM 

Les propriétés immunomodulatrices émanant des CSM sont primordiales pour leur 

utilisation en contexte allogénique et donc en thérapie cellulaire. 

Dans nos différentes études, nous avons pu mettre en évidence ces propriétés par le biais de 

plusieurs techniques et ce, au niveau membranaire, intracellulaire, paracrine et fonctionnel. 

Il apparaît que les CSM dérivées de la gelée de Wharton sont immunomodulatrices lorsqu’elles 

sont cultivées et en voie de différenciation en biomatériau mais aussi lors de leur culture en 2D. 

Nous avons constaté que le préconditionnement à l’Interféron-γ et au Tumor Nécrosis Factor α 

permettait de potentialiser ces propriétés immunomodulatrices. 

Cela a pu être confirmé dans plusieurs recherches et montrent à chaque fois l’amélioration de 

ces propriétés après ce préconditionnement. Par exemple, comme l’a montré l’équipe de Song, 

les deux cytokines inflammatoires : l’IFN- et le TNF, améliorent la sécrétions de cytokines 

immunomodualtrices (Song et al. 2020). 

Nous avons aussi pu démontrer que ces chondro-CSM, étaient capable d’inhiber la prolifération 

de lymphocytes T en culture mixte lymphocytaire et de la même manière, les CSM-GW 

cultivées en 2D étaient elles aussi capables d’inhiber significativement la prolifération des 

lymphocytes T en coculture. Ces résultats attestent de la fonctionnalité, des CSM issues du 

cordon ombilical mais aussi des cellules différenciées qui en découlent, à moduler les cellules 

du système immunitaire. Quelques études ont prouvé cette aptitude in vitro avec des CSM 

dérivées de cordon ombilical et de placenta. Cette capacité serait principalement due aux ligand 

PDL1 mais aussi grâce à l’enzyme IDO (G. Wang et al. 2013; X. Li et al. 2016). Concernant ce 

ligand PDL1, dans deux de nos études, nous avons pu, pour la première fois, démontrer sa 

sécrétion par les CSM dérivées de la gelée de Wharton (Voisin et al. 2020). 

 Tous ces résultats semblent donc montrer l’intérêt d’une thérapie par de CSM 

préconditionnées à l’IFN-γ et TNFα. 
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De nombreux essais cliniques ont ainsi pu être engagés grâce à la découverte de ces 

propriétés immunomodulatrices dans des applications telles que la sclérose en plaques, 

l’athérosclérose, dues au virus de l’immunodéficience humaine (VIH) ou encore la 

drépanocytose (M. Wang, Yuan, and Xie 2018). 

Ainsi, des essais cliniques sont aujourd’hui entrepris, comme à Nancy, avec l’utilisation 

de CSM dans le cas de sepsis et notamment la défaillance d’organe qui s’en suit. Cet essai 

clinique est nommé « Effets de l'administration de cellules souches mésenchymateuses sur la 

défaillance d'un organe lors d'un choc septique : étude randomisée de phase II contrôlée par un 

comparateur » (NCT02883803) et est autorisé depuis fin 2018. La période COVID n’a pas été 

propice aux inclusions qui reprennent actuellement. Un second essai clinique a vu le jour plus 

récemment à la suite de la crise pandémique actuelle. Cet essai utilise des CSM dérivées de la 

gelée de Wharton dans la pathologie du COVID 19, notamment dans le but de contrer 

l’inflammation dans le syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA). Il est répertorié depuis 

novembre 2020 sur le site Clinical Trial, sous le nom suivant : « Efficacité des perfusions de 

CSM de gelée de Wharton dans le syndrome de détresse respiratoire aiguë lié au SRAS-Cov-2 

(COVID-19) (MSC-COVID19) » (NCT04625738). Les inclusions sont terminées et les 

analyses sont attendues pour fin 2021. 

 

3. Migration des CSM 

Afin d’optimiser l’utilisation des CSM en thérapie, les mécanismes liés à leur migration 

doivent encore être investigués et optimisés.  

 

La migration cellulaire serait principalement due au récepteur CXCR4 présent à la surface 

de différents types cellulaires comme c’est le cas pour les leucocytes. En effet ce récepteur est 

étudié depuis de nombreuses années et serait lié à la migration des cellules permettant le 

développement de l’organisme entier mais aussi dans plusieurs pathologies comme le cancer 

ou encore le VIH (Miller, Banisadr, and Bhattacharyya 2008).  

Ainsi ce récepteur se révèle comme une piste pour la migration des CSM, c’est pourquoi 

de nombreuses études se penchent sur le mécanisme de migration lié au CXCR4. Cependant 

beaucoup relatent le problème de la faible expression membranaire du récepteur CXCR4 sur 

les CSM. Par conséquent cela altèrerait la migration de ces cellules. 

Dans nos études portant sur la migration des CSM-GW, nous avons pu observer que le CXCR4 

n’était pas exprimé au niveau membranaire mais fortement en intracellulaire. 
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L’équipe de Pelekanos a aussi mis cela en évidence sur des CSM-MO, avec seulement 4% 

d’expression du CXCR4 en membranaire (Pelekanos et al. 2014). Ceci a aussi été observé sur 

des CSM de moelle osseuse, avec moins de 1% du récepteur présent à leur surface (Wynn et al. 

2004). 

Afin de vérifier si ce récepteur est spécifiquement lié à la migration, l’AMD3100, un inhibiteur 

hautement spécifique de CXCR4 a été utilisé. Grâce à cet antagoniste, nous avons pu montrer 

une inhibition de la migration des CSM-GW en chambre de Boyden. Cela a pu être plusieurs 

fois démontré et prouve que la migration des CSM passe comme nous avons pu le montrer, par 

la voie issue du CXCR4 même si celui-ci est faiblement exprimé par les cellules (Wynn et al. 

2004; Song et al. 2020). 

À la suite de cela, des chercheurs se sont intéressés aux mécanismes liés à l’internalisation du 

CXCR4. Il a été rapporté que l’internalisation du récepteur était accompli dans les vésicules de 

recyclage et de dégradation (Kumar et al. 2011; Pelekanos et al. 2014). 

Les équipes de Cepeda et de Pelekanos ont pu reverser l’internalisation de ce récepteur CXCR4 

en inhibant le recyclage endocytique. Ce qui démontre que cette internalisation semble être liée 

au recyclage et à la dégradation cellulaire dus aux endosomes et lysosomes (Cepeda et al. 2015; 

Pelekanos et al. 2014). 

Plus récemment, une étude a révélé que les mécanismes de l’endocytose du CXCR4 

étaient toujours inconnus. Cette même étude a pu mettre en évidence que l’endocytose aurait  

un impact sur la signalisation, l’internalisation et la modification post-traductionnelle du 

récepteur CXCR4 (DeNies et al. 2019). 

 

En plus de modifier l’endocytose du CXCR4, des chercheurs tentent d’augmenter 

l’expression de ce récepteur dans le but d’accroître la migration des CSM. Différentes 

techniques sont alors utilisées, comme le preconditionnement, la transfection de CXCR4 ou 

encore l’utilisation de traitement chimique (Marquez-Curtis and Janowska-Wieczorek 2013). 

Dans un objectif d’application en thérapie cellulaire, nous avons choisi différents 

préconditionnements des CSM-GW pouvant potentialiser leur migration. Même si aucun 

préconditionnement n’a montré d’avantage quant à l’expression du CXCR4 au niveau 

membranaire, les préconditionnements au LPS, SDF ainsi qu’au Poly IC semblent favorables à 

la migration en chambre de Boyden par rapport au préèconditionnement avec l’IFN- et le 

TNF. Ceci conforte les résultats issues de l’étude de Waterman et al, qui montrent que la 

migration est augmentée après la stimulation des TLR 3 et 4 (Waterman et al. 2010; Tomchuck 
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et al. 2008). Par rapport au SDF-1, une autre étude a montré le bénéfice de ce 

préconditionnement sur leur potentiel de migration des CSM (Liu et al. 2011). 

En plus de cela, l’effet du temps de préconditionnement n’a pas été significatif dans notre étude 

hormis pour l’expression de l’ARN messager du CXCR4 pour les cellules ayant été 

préconditionnées pendant 24h avec du Poly I:C. Tandis que l’équipe de Waterman a pu observer 

des différences de migration pour les préconditionnements stimulant les récepteurs TLR3 et 

TLR4, avec un profit de migration pour 1h de préconditionnement contrairement à 24h 

(Waterman et al. 2010). 

En plus de l’impact des préconditionnements, la migration des CSM dérivées de la gelée 

de Wharton reste peu investiguée. Les principales études dans ce domaine concernent 

majoritairement les CSM de moelle osseuse. La seule étude initiée sur cellules fœtales a été 

faite sur la migration cellulaire des CSM issues de moelle osseuse de fœtus (Pelekanos et al. 

2014).  
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Conclusions et perspectives 

 

 

Dans nos études exposées précédemment, nous avons tout d’abord démontré que la gelée 

de Wharton est une source novatrice et privilégiée de cellules souches/stromales 

mésenchymateuses. Il est répertorié seulement depuis 2019 un nombre croissant d’articles 

mentionnant l’utilisation de CSM néonatales, pourtant il apparaît de plus en plus que ces 

cellules sont plus avantageuses que leurs homologues adultes vis-à-vis de leurs propriétés 

immunomodulatrices. 

Nous avons aussi pu mettre en évidence les capacités immunomodulatrices émanant des 

CSM-GW cultivées en 2D mais aussi en 3D, en biomatériau durant un processus de 

différenciation chondrocytaire. Nous avons pu grâce à nos expérimentations, révéler que les 

mécanismes liés à la modulation du système immunitaire seraient mis en place par contact 

cellulaire mais aussi par la sécrétion de facteurs solubles. 

Si le bénéfice d’un préconditionnement des CSM pour la thérapie cellulaire est avéré pour 

potentialiser la réponse des cellules une fois injectées chez le patient, nos études montrent 

l’importance de prendre en considération non seulement les propriétés immunomodulatrices 

mais aussi migratoires. En effet, si le préconditionnement à l’IFN et au TNF permet 

d’accroître significativement les propriétés consentant à l’immunomodulation cellulaire, les 

propriétés de migrations sont significativement altérées. Il faudrait poursuivre l’étude en 

vérifiant si après cocultures, des lymphocytes T régulateurs sont présents, en recherchant par 

cytométrie en flux un phénotype CD4+CD25+FOXP3+. 

En revanche, nos expérimentations révèlent que les CSM issues de la gelée de Wharton ont la 

capacité de migrer en chambre de Boyden. Il semblerait que ce mécanisme de migration soit dû 

au récepteur CXCR4 tout comme les CSM de moelle osseuse. Sans compter que les 

préconditionnements utilisés, comme le LPS, le SDF et le Poly I :C permettent d’améliorer les 

fonctionnalités migratoires. Dans une thérapie par CSM préconditionnée, il pourrait être 

intéressant d’utiliser un cocktail de cytokine/facteurs de croissance capables de potentialiser 

non seulement les propriétés immunomodulatrices des cellules mais aussi leur migration. Dans 

la mesure où les propriétés immunomodulatrices des CSM peuvent soit être orientées vers un 

profil pro-inflammatoire (CSM1) ou anti-inflammatoire (CSM2), il pourrait être envisagé 

d’affiner via le préconditionnement, le type de profil attendu.  
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Parallèlement au préconditionnement, l’expansion cellulaire doit être finement contrôlée tout 

au long de la culture étant donné que nous avons pu déceler un lien étroit entre la confluence 

cellulaire et les propriétés immunomodulatrices et migratoires des CSM.  

  

 

Les perspectives de ces travaux seraient de vérifier toutes ces données in vivo dans 

différents modèles animaux. Dans un premier temps dans un modèle animal présentant des 

lésions cartilagineuses et ostéochondrales et dans un second temps dans un modèle animal 

inflammatoire comme le modèle humanisé de souris NSG pour mimer une GvH (D’Aveni et 

al. 2015) ou encore dans un modèle de cochon par induction d’une péritonite afin de mimer un 

choc septique (Laroye et al. 2018). Ces modèles se trouvent tous deux au laboratoire et 

pourraient être facilement utilisés après accord du comité d’éthique en expérimentation animal, 

afin de conforter nos hypothèses in vitro. 

Concernant la migration, d’autres analyses doivent être instaurées afin d’approfondir son 

fonctionnement. Plus spécifiquement en caractérisant l’endocytose du CXCR4, au moyen de 

colocalisations en microscopie confocale, dans l’intention de découvrir si les vésicules se 

trouvent dans les lysosomes ou les endosomes, soit en voie de dégradation ou de recyclage, 

respectivement. 

 

Si tout cela se confirme, il pourrait être envisagé de produire les CSM dérivées de la gelée 

de Wharton en condition de grade clinique dans le but de les utiliser en tant que MTI pour 

combler des lésions cartilagineuses, en ingénierie tissulaire mais aussi pour traiter des 

pathologies inflammatoires, en thérapie cellulaire. 
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Résumé/ Abstract 

Résumé 
Les cellules souches/stromales mésenchymateuses (CSM) sont étudiées depuis maintenant 45 ans pour leurs 

propriétés de différenciation/régénération et d’immunomodulation. Elles peuvent provenir de nombreux tissus, 

comme la moelle osseuse, le tissu adipeux, le cordon ombilical ou encore la gelée de Wharton issu de ce dernier. 

Elles sont examinées dans le but d’être appliquées dans les domaines de l’ingénierie tissulaire et de la thérapie 

cellulaire. Dans cette étude, nous nous focalisons sur la régénération du cartilage ainsi que la diminution de 

pathologies inflammatoires via l’utilisation de CSM issues de la gelée de Wharton (GW). 

Le problème constaté en ingénierie tissulaire est que le cartilage est un tissu ayant un faible potentiel de 

reconstruction, tandis qu’en thérapie cellulaire un problème de migration se manifeste. Effectivement, après leur 

injection peu de cellules atteignent finalement le site inflammatoire/ lésé. 

Le premier objectif de ce projet a été de cultiver en conditions de grade clinique, les CSM-GW, dans un 

biomatériau constitué d’alginate enrichi en acide hyaluronique (Alg/HA), afin d’engager une différenciation 

chondrogénique. En parallèle de cela, de l’Interféron-γ (INF-γ) associé au Tumor Necrosis α (TNFα) ont été 

appliqués dans l’environnement cellulaire afin de mimer un contexte allogénique. Le second objectif fut d’étudier 

ainsi qu’optimiser les propriétés de migration des CSM tout en maintenant des propriété immunomodulatrices 

optimales. Pour cela, des préconditionnements ont été appliqués aux cellules : de l’INF-γ/ TNFα, du 

Lipopolysaccharides (LPS), de l'acide polyinosinique-polycytidylique (Poly I:C) ainsi que du Stromal cell-derived 

factor 1 (SDF1). Les résultats montrent que les CSM-GW en monocouche ainsi qu’en biomatériaux d’Alg/HA 

apparaissent non immunogènes ainsi qu’immunomodulatrices lorsqu’elles sont en coculture avec des lymphocyte 

T. Un début de différenciation chondrocytaire a pu être observé après 28 jours de culture des CSM en biomatériau. 

Le préconditionnement à l’INF-γ/ TNFα permet aux CSM-GW d’exprimer plus fortement les molécules 

immunomodulatrices (PD-L1 membranaire et soluble, IL-6 et IL-8) tandis que les préconditionnements aux LPS, 

SDF et Poly I :C améliorent les propriétés migratoires des CSM-GW. Pour conclure, les CSM-GW semblent donc 

favorable pour une utilisation en condition allogénique. Nos études montrent que les CSM-GW pourraient être 

utilisées in situ pour la régénération du cartilage mais aussi injectée dans la circulation systémique pour contrer 

l’inflammation dans la maladie du greffon contre l’hôte, le sepsis ou encore la COVID19. Ainsi cela conforte leur 

application en tant que médicament de thérapie innovante (MTI). 

 

Mots clés : Cellules souches/stromales mésenchymateuses ; gelée de Wharton ; régénération ; migration ; 

préconditionnement 

 

Abstract 
Mesenchymal stem/stromal cells (MSC) have been studied for 45 years for their differentiation/regeneration and 

immunomodulation properties. They can be derived from many tissues, such as bone marrow, adipose tissue, 

umbilical cord or even Wharton's jelly derived from the latter. They are applied in tissue engineering and cell 

therapy. In this study, we focus on the cartilage regeneration and the reduction of inflammatory pathologies with 

MSC derived from Wharton's Jelly (WJ). 

The problem in tissue engineering is that cartilage is a tissue with a low reconstruction potential, while in cell 

therapy a migration problem occurs. Indeed, after their injection few cells finally reach the inflammatory/injured 

site. 

The first objective of this project was to cultivate in clinical grade conditions, WJ-MSC, in a biomaterial 

constituted of alginate enriched in hyaluronic acid (Alg/HA), to initiate a chondrogenic differentiation. In parallel, 

Interferon-γ (INF-γ) associated with Tumor Necrosis α (TNFα) were applied in the cellular environment to mimic 

an allogeneic context. The second objective was to study and optimize the migration properties of MSC while 

maintaining optimal immunomodulatory properties. For this purpose, preconditioning was applied to cells: INF-

γ/ TNFα, Lipopolysaccharides (LPS), Polyinosinic-polycytidylic acid (Poly I:C) and Stromal cell-derived factor 1 

(SDF1). The results show that MSC-WJ in monolayers as well as in Alg/HA biomaterials appear non-

immunogenic as well as immunomodulatory when cocultured with T lymphocytes. The beginning of chondrocyte 

differentiation could be observed after 28 days of culture of MSC in biomaterial. Preconditioning with INF-γ/ 

TNFα allows WJ-MSC to express more strongly immunomodulatory molecules (membrane and soluble PD-L1, 

IL-6 and IL-8) while preconditioning with LPS and SDF improves the migratory properties of WJ-MSC. In 

conclusion, they seem favorable for their use in allogeneic conditions. Our studies show that they could be used in 

situ for cartilage regeneration but also injected in systemic circulation to stop inflammation in graft-versus-host 

disease, sepsis or COVID19. This confirms their application as an advanced therapy medicinal product (ATMP). 

 

Key words : Mesenchymal stem/stromal cells ; Wharton’s jelly ; regeneration ; migration ; preconditioning 
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