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Chapitre 1 : Introduction générale

Introduction genérale

L’ingénierie tissulaire est un concept qui repose sur 3 éléments: des cellules,
généralement des cellules souches utilisées seules ou en association avec un biomatériau,
différenci¢es ensuite vers la lignée cellulaire d’intérét, a 1’aide de facteurs de croissance et
differenciation. Ces cellules peuvent étre de deux origines : soit autologues soit allogéniques. Les
cellules souches autologues présentent I’avantage de pouvoir étre administrées a un patient sans
risque de rejet mais I’inconvénient de devoir étre prélevées chez le patient, amplifiées,
différenciées, puis intégrées dans un substitut tissulaire en 3 dimensions. Ces différentes étapes
nécessitant un délai certain qui est rarement compatible avec une application clinique. Les
cellules souches allogéniques peuvent étre prélevées chez des donneurs sains, et utilisées apres
amplification et différenciation pour la création d’un nouveau tissu. Ces tissus peuvent ensuite
éventuellement étre stockés au sein d’une banque, puis utilisés a la demande. L’avantage de cette
source cellulaire est de pouvoir permettre la genese de greffons compatibles avec une utilisation
clinique. Cependant, le risque majeur li¢ a 1’utilisation de cellules allogéniques est le risque
qu’elles soient rejetées par le systéme immunitaire du patient, ce qui risquerait d’entrainer la
perte du greffon. C’est pourquoi le choix du type de cellules souches utilisées doit étre

particulierement pertinent afin d’éviter la survenue de ce phénomene.

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont définies comme des progéniteurs
multipotents non hématopoiétiques caractérisés par leur adhérence au plastique, leur profil
phénotypique caractéristique et leurs capacités d’auto-renouvellement et de différenciation en
plusieurs types cellulaires selon les conditions de culture appropriées. Elles se caractérisent par
leurs effets immunomodulateurs qui sont dus a deux propriétés essentielles: (1)
I’immunosuppression, via des interactions spécifiques avec les cellules immunitaires participant
aux réponses immunitaires innée et adaptative, et (2) le privilege immunitaire, c¢’est-a-dire leur
capacité a echapper aux mecanismes de défense du systeme immunitaire. Ces 2 propriétés sont
associées a une absence ou une faible expression des molécules de complexe majeur
d’histocompatibilité (CMH) de classe I et IT et des molécules de co-stimulation des lymphocytes
(CD80 et CD86).
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Les sources disponibles de CSM sont nombreuses et peuvent étre adultes ou feetales.
Récemment, les CSM dérivées de la gelée de Wharton (GW), tissu conjonctif du cordon
ombilical, figurent parmi les cellules les plus étudiées en tant qu’alternative aux CSM de la
moelle osseuse (MO). L’utilisation de ces cellules permet de s’affranchir de quelques
inconvénients lies aux CSM-MO tels que la nécessité d’avoir recours a une anesthésie générale
pour le prélevement, leur faible représentation dans la moelle et la diminution de leurs capacités
d’auto-renouvellement et de différenciation avec 1’age du donneur. De plus, les CSM-GW sont
plus primitives que les cellules adultes ce qui explique leur plus importante multipotentialité

d’ou I’intérét porté a ces cellules en médecine régénératrice.

Toutefois, 1’utilisation des CSM-GW dans un contexte allogénique pour des applications
cliniques pose la question de I’immunogénicité de ces cellules, risquant d’aboutir a leur rejet
apres transplantation. Weiss et al ont été parmi les premiers a étudier I’immunogénicité des
CSM-GW, et ont montré qu’elles sont capables d’inhiber la prolifération des splénocytes
stimulés et des lymphocytes T dans une réaction mixte lymphocytaire. D’autres études plus
récentes (1,2) se sont intéressées & comparer I’immunogénicité des CSM issues du cordon
ombilical avec celle des CSM adultes. Les CSM du cordon présentaient une expression
significativement plus faible de CMH-1 par rapport aux CSM-MO, une production
significativement plus élevée de TGF-B et d’IL-10, une activité proliférative significativement
plus importante, et un rejet retardé in vivo. Il semblerait donc que les CSM-GW sont moins
immunogenes que les CSM adultes et possedent une capacité immunosuppressive plus
importante et pourraient étre plus adaptées pour des applications en ingénierie tissulaire.

En ingénierie tissulaire, les CSM sont généralement utilisées en tant qu’outil cellulaire et
sont différenciées ensuite en la lignée cellulaire d’intérét. Les caractéristiques immunologiques

des CSM natives changent-elles aprés différenciation ?

Si quelques études se sont consacrées a étudier I’impact de la différenciation en
chondrocytes en ostéocytes, en adipocytes ou en cellules nerveuses (3-7) sur les propriétés
immunologiques des CSM, relativement peu d’études se sont consacrées a étudier ces cellules
apres différenciation endothéliale, d’ou le projet de ma these qui s’est intéressé a étudier 1I’impact

de ce dernier type de différenciation.
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Le travail de thése s’est déroulé au sein de 1’Unit¢ Mixte de Recherche (UMR) 7365
« Ingénierie Moléculaire et Physiopathologie Articulaire » (IMoPA), créée en janvier 2013 et
dirigée par le Professeur Jean-Yves Jouzeau et le Dr Bruno Charpentier. Cette UMR fait elle-
méme partie de la Fédération de Recherche 3209 « Bio-ingénierie Moléculaire, Cellulaire et
Thérapeutique » (BMCT). Le laboratoire se situe au niveau du campus de la Faculté de
Médecine de Nancy, dans la structure appelée Biopdle. LUMR IMoPA est constituée de 5

équipes complémentaires :

Biologie structurale
Chimie de la catalyse
Ingénierie des protéines
& des enzymes

Biologie moléculaire
Génie génétique
Ingénierie des ARN

. Equipe 3
"\ Enzymologie Moléculaire
et Structurale

Equipe 2
Ingénierie Moléculaire,
Cellulaire, Thérapeutique
et GlycosylTransférases

Equipe 1
RNA, RNP
Structure-Fonction-
Maturation

Ingénierie &
Physiopathologie
multi-échelle

Médecine """ - V2 / %
régénérative cet @ *i%

Equipe 5
Ingénierie Cellulaire
et Tissulaire
Vectorisation, Imagerig,

Equipe 4
Inflammation, Dérégulation
Phénotypique et
Remodelage Articulaire
Pathologique

Biologie cellulaire
Signalisation

Imagerie
Physiopathologie

Mon projet s’inscrit dans le cadre des activités de 1’équipe 5 travaillant dans le domaine
de I'Ingénierie Cellulaire et Tissulaire et dont les responsables sont les Professeurs Pierre Gillet
et Patrick Menu. Cette équipe travaille sur différentes théematiques liées a l'ingénierie ostéo-
articulaire et vasculaire telles que le développement de matrices de support, la
mécanotransduction, les matrices extracellulaire structurantes et bio-activatrices et la
caractérisation des CSM. Plus particulierement, le travail s’est intégré dans le contexte de
I’ingéniérie vasculaire, au sein de I’équipe dirigée par le Pr Menu. En effet, notre groupe travaille
depuis de nombreuses années sur un concept d’ingénierie vasculaire. Devant la pénurie de
greffon vasculaire de petit diamétre, notre objectif est de créer un substitut vasculaire complet a

partir de CSM-GW différenciées en cellules endothéliales et musculaires de maniere a recréer
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respectivement 1’intima et la media d’un vaisseau. Depuis une dizaine d’années, les travaux de
1I’équipe se focalisent sur 1’évaluation de I’effet des multicouches de polyélectrolytes formés de
I’hydorchlorure de polyallylamine (PAH) et de polystyréne sulfonate (PSS), sur la
différenciation des progéntieurs circulants et des CSM-MO en cellules vasculaires. Les résultats
antérieurs ont mis en évidence une meilleure adhésion et prolifération cellulaire ainsi qu’une
accélération notable de la différenciation au contact du film en comparaison de celle observee sur
une surface contréle de fibronectine ou de collagene de type | (8,9).

Afin d’évaluer la pertinence de [’utilisation de ces cellules dans le contexte de
I’ingénierie vasculaire, mon projet vient compléter ces travaux en vérifiant si les cellules
différenciés conservent les propriétés immunomodulatrices des CSM-GW pour évaluer si elles

seront bien tolérées par le systeme immunitaire du receveur.

Les objectifs de notre travail sont donc :
(1) De différencier les cellules souches mésenchymateuses de la gelée de Wharton en
cellules endothéliales.
(2) De Vérifier si les CSM-GW conservent leur immunoprivilége et leurs propriétés

immunosuppressives apres différenciation.
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Chapitre 1 : Ingénierie Tissulaire

l. Introduction

Paralysie par lésion de la moelle épiniére, insuffisance hépatique, diabétes, rhumatismes
inflammatoires, lésion étendue du muscle cardiaque, bralures étendues, ablation chirurgicale du
sein pour cancer, etc...Il arrive qu’une des parties de notre corps soit défectueuse, irréparable ou
manquante comme dans les exemples précédents. Pour pallier ces problemes, les méthodes
courantes de traitement comprennent les lambeaux et les greffes de tissus autologues, les greffes
de tissus de donneurs et ’utilisation de biomatériaux. Le tissu autologue représente un matériau
biologique « idéal », malheureusement il n’est pas disponible qu’en quantité limitée et le site de
prélevement chez le donneur peut étre fragilisé. Les tissus de donneurs vivants humains ou
animaux posent des problemes de compatibilité du systtme HLA (human leukocyte antigen) et
des risques infectieux pour les tissus prélevés sur des cadavres. De plus, les hétérogreffes et les
xénogreffes ne permettent pas d’apporter la composante cellulaire et les facteurs de croissance
nécessaires a la régénération tissulaire. Bien qu’ils réduisent la qualité de vie du sujet atteint, ces
traitements traditionnels sont a I’origine d’environ la moiti¢ des dépenses dans le domaine de
santé dans les pays développés. Ceci a entrainer le developpement d’une nouvelle forme de
thérapie, « I’ingénierie tissulaire », dont 1’objectif in fine est de remplacer les organes a plus

long terme (10).

L’idéal, en cas de dommages irréparables, serait le remplacement de I’organe en cause,
afin de rétablir la fonction perdue. Cette éventualité devient de plus en plus concréte grace au
développement de la médecine réparatrice et régénératrice (11). L’ingénierie tissulaire, & la
frontiere de la recherche clinique, est centrée sur la production en laboratoire de tissu néoformé
et méme d’organes complexes susceptibles d’étre implantés en vue de remplacement de tissus ou

organes défectueux.

Cette discipline a été initiée il y a environ 20 ans lorsque Langer et Vacanti ont publié un article
fondateur décrivant le processus d’ingénierie tissulaire : il s’agit d’appliquer les principes des
sciences de la vie et de I’ingénierie pour développer des substituts tissulaires afin de remplacer,

de maintenir ou d’améliorer le fonctionnement d’un tissu ou d’un organe entier (12). A I’époque,
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la notion de creation de tissu en laboratoire n’était que pure imagination. Cependant, les études
se sont poursuivies pour montrer que c’était possible, comme par exemple la formation d’une
oreille humaine associée a un modele murin. En effet, les chercheurs ont réalise un moule
d’aspect identique a une oreille humaine, avec des fibres de polyester biodégradables. Ils ont
ensuite transféré des cellules osseuses et musculaires sur le moule puis ont transplanté
I‘ensemble sur le dos d’une souris (13) (figure 1). Ces études ont ouvert de nouvelles
perspectives vers la régénération de tous les types de tissus (14). Ensuite, la production de
nouveaux matériaux s’est enchainée et les processus de fabrication se sont développés afin de

supporter la genese de tissus.

Figure 1. Formation d’une oreille humaine par ingénierie tissulaire avec 1’expérience de Cao et al. (A) Structure du
« scaffold » avant ensemencement ; (B) Micrographie montrant les cellules et la matrice extracellulaire formée dans
le « scaffold » par microscopie électronique a balayage (MEB) ; (C) « Scaffold » implanté sur le dos d’une souris
immunodéficiente (13).

L’ingénierie tissulaire est un domaine interdisciplinaire en plein essor, s’inscrivant dans

le cadre de la médecine régénératrice (15). Elle se situe au croisement des sciences du vivant et
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des sciences de I’ingénieur. Elle implique plusieurs disciplines (science des matériaux, biologie
moléculaire et cellulaire, ingénierie chimique et mécanique, biochimie, robotique,
bioinformatique, medecine, chirurgie) et utilise le biomimétisme, c’est-a-dire la reproduction,
dans le tissu artificiel, du microenvironnement spécifique a chaque tissu. Le principe général est
d’associer une matrice tridimensionnelle avec des cellules et des signaux régulateurs pour
reconstruire un nouveau tissu hybride (16,17), d’ou la notion de «triade de I’ingénierie

tissulaire » présentée dans la figure 2 (18).

Biomaterials

N

Cells attach and migrate into
scaffold which supports cell
growth, proliferation and
matrix deposition

Facilitate growth
Ceramics, Synthetic Polymers, factor delivery
Natural Polymers

Requlatory
Signals

.'\.o\
o0, @
ooy ©
®o
Autol s, Allogeneic, Cell Lines,
5 e Growth Factors, Chemical Compounds,

Primary Cells, Progenitor Cells
Y ————— Mechanical Stimuls

Induce cell differentiation and
tissue formation

Tissue Engineering

Figure 2. La triade de I’ingénierie tissulaire. Trois composantes principaux définissent 1’ingénierie
tissulaire : (i) un biomatériau fournissant la structure et le substrat pour la croissance et le
développement du tissu d’intérét, (ii) une source de cellules nécessaires pour la formation de ce tissu,
et (iii) des facteurs de croissance ou des stimuli biophysiques dirigeant la croissance et la
différenciation des cellules au sein du biomatériau (18).

La stratégie la mieux appropriée et la plus généralement utilisée implique les étapes

principales suivantes (figure 3):

a) la sélection d’une source de cellules (progéniteurs ou cellules souches derivant de

plusieurs sources) et leur prélevement chez le patient
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b)

c)

d)

leur amplification en induisant leur différenciation vers le phénotype spécifique

désiré ;

la conception de « scaffolds » biomimétiques convenables dont les propriétés seront
choisies en fonction du tissu a reconstruire (choix du matériau, la porosité,

interconnectivité, caractéristiques de la surface, etc...)

les cellules sont alors ensemencées directement sur le biomatériau et cultivées ensuite
dans des conditions constantes ou dynamiques (bioréacteurs) pour favoriser la
pénétration des nutriments et les échanges gazeux au sein du biomatériau (19). Afin
de promouvoir la croissance cellulaire, des facteurs de croissance et de différenciation

peuvent étre utilisés ;

enfin le choix d’un modéle animal adéquat pour tester 1’efficacité des différentes
démarches d’ingénierie tissulaire utilisées ainsi que le potentiel des différentes
combinaisons employées (cellules/ « scaffolds » / conditions de culture) (17). Si le
modele est validé, la « structure » d’ingénierie tissulaire est alors implantée chez le

patient.
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Figure 3. Un exemple de concept d’ingénierie tissulaire. Les cellules peuvent étre prélevées chez le
patient (a), multipliées et/ou différenciées in vitro sur des surfaces bidimensionnelles (b). Les cellules
sont ensuite ensemencées dans le « scaffold » et sont associées a des facteurs de croissance et de petites
molécules et/ ou des nanoparticules (c). L’ensemble est ensuite mis en culture sous contraintes
dynamiques et/ou biochimiques pour permettre la synthese de matrice extracellulaire par les cellules (d).
Dés qu’un tissu fonctionnel est formé, la « structure » d’ingénierie tissulaire est implantée pour rétablir
la fonction perdue (e) (20).

II. Principaux outils de I’ingénierie tissulaire

A. BIOMATERIAUX

Les tissus sont des ensembles coopératifs de cellules qui forment une triple association :
territoriale, fonctionnelle et biologique. lls sont exclusivement constitués de cellules et de
matrice extracellulaire (MEC) (structure complexe remplissant les espaces entre les cellules et
assurant de nombreuses fonctions de consolidation, de cohésion, d’interactions et d’adaptation
aux besoins). Lorsqu’un tissu est partiellement ou totalement endommagé, non seulement un
grand nombre de cellules fonctionnelles est perdu, mais aussi la MEC. Un tissu biologique
représente un réseau hautement organisé de cellules et de matrices. La fabrication d’un tissu de
remplacement pourrait donc étre facilitée en imitant 1’organisation spatiale au sein du tissu natif.

Dans ce but, un «scaffold » bioactif doit étre utilisé comme archétype pour favoriser les
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interactions cellulaires et la formation d’une MEC qui fournit un support structural au tissu
néoforme. Des cellules isolées, placées en suspension sur un tissu, posseédent une capacité limitée
de formation d’une structure tissulaire et cela a cause de la nécessit¢ d’un modele guidant
I’organisation cellulaire. En ingénierie tissulaire, le terme « scaffold », « modéle » ou « matrice
artificielle » designe un substitut de MEC native. Un «scaffold » fournit un analogue
tridimensionnel de la MEC qui permet I’infiltration et la prolifération des cellules dans le tissu
ou organe cible. Quand aucun « scaffold » n’est nécessaire pour guider les cellules, il s’agit de
« thérapie cellulaire ». La thérapie cellulaire ne fait intervenir aucune opération chirurgicale.
Elle consiste en I’administration de cellules (cellules souches ou non, transformées ou non par
thérapie génique), sous forme encapsulée ou non dans un organe lésé afin de restaurer ses
fonctions. Il serait alors impératif de définir deux sous-groupes dans la médecine régénératrice en

fonction de la nécessité de « scaffolds » (21).

Thérapie cellulaire
(médecine interne)
Médecine
régenératrice

Ingénierie tissulaire
(chirurgie)

Avec scaffolds

Figure 4. Classification de la médecine régénératrice basée sur la nécessité d’utilisation de « scaffolds ».

L’adhésion cellulaire est cruciale dans I’initiation de la croissance cellulaire et le
développement d’un tissu. En premier lieu, le «scaffold » doit assurer 1’adhésion et la
prolifération des cellules sur un substrat solide en reproduisant la forme spécifique de I’organe et
en la maintenant au cours du temps (Fig. 5). Le matériel utilisé et la structure tridimensionnelle
(3D) du «scaffold » jouent un role significatif dans 1’activité cellulaire, c’est pourquoi ses
propriétés doivent étre bien adaptées a la nature du tissu cible et a sa fonction ; les biomatériaux
(synthétiques ou naturels) utilisés dans la fabrication des « scaffolds» doivent étre

10
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essentiellement sélectionnés en fonction de leur biocompatibilité, leur bioabsorbabilité et leurs

propriétés mécaniques.

Figure 5. Réle du «scaffold» en ingénierie tissulaire. Le
« scaffold » est remplacé par des cellules de 1’hote et une nouvelle
matrice  extracellulaire (MEC) fournissant des propriétés
fonctionnelles et mécaniques semblables au tissu natif.

En résumé, un scaffold biologiquement actif doit avoir les caractéristiques suivantes :

a) une structure poreuse en 3D bien définie permettant 1’ensemencement d’un nombre
important de cellules ainsi que la mise en place, si nécessaire, d’une vascularisation
(22).

b) une structure physico-chimique permettant I’adhésion, la prolifération et Ia
différenciation cellulaire et la formation d’une MEC afin d’organiser les cellules en

une architecture 3D.

C) un réseau perméable de pores interconnectés pour favoriser la pénétration des

nutriments et les échanges gazeux.

d) un substrat non toxique et absorbable avec un taux d’absorption contrélable de fagon
a ce que la résorption du «scaffold » se fasse en parallele avec la reconstruction

tissulaire.

11
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e)

9)

h)

)

B.

une propriété biologique facilitant la mise en place d’un systéme de vascularisation

dans le scaffold.
des propriétés mécaniques correspondant a celles du tissu cible.

un vecteur de facteurs de migration, prolifération et différenciation pour les cellules

environnantes (23,24).

une architecture fournissant temporairement les caractéristiques structurales et
biomécaniques du tissu de remplacement jusqu’a ce que les cellules synthétisent leur

propre MEC.

la reproduction de la forme spécifique de 1’organe avec une architecture

reproductible.

étre stérile et stable au cours de la production, de la conservation et du transport.

CELLULES

La formation d’un tissu in vitro requiert I’utilisation de cellules pour les ensemencer sur

les « scaffolds » et produire une matrice ressemblant a celle du tissu natif. Les cellules jouent un

role crucial dans la régénération et la réparation tissulaires en raison de leurs caractéristiques de

prolifération, de différenciation, d’interactions cellulaires, de production de biomolécules, de
formation de MEC...

Les cellules utilisées en ingénierie tissulaire peuvent étre de source autologue,

allogénique ou xénogénique. Les cellules autologues sont isolées directement chez le patient,

tandis que les cellules allogéniques proviennent d’un individu donneur (méme espéce). Les

cellules xénogéniques dérivent d’une espece différente et sont moins utilisées en ingénierie

tissulaire que dans le domaine de la transplantation d’un organe entier (18).

L’idéal serait une source de cellules :

facilement accessibles

facilement mises en culture pour proliférer sans induire des altérations de phénotype

ou de fonctions
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- ne transmettant pas de pathogénes spécifiques au donneur

- multipotentes, ayant la capacité de se différencier ou se transdifférencier en des

cellules spécifiques du tissu ou organe cible
- lamoins immunogéne possible (25)

Certaines cellules, telles que les kératinocytes, les fibroblastes, les chondrocytes, les
cellules endothéliales, les cellules musculaires lisses ou les cellules musculaires satellites
proliferent rapidement et peuvent étre considérées comme candidates convenables pour
I’ingénierie du tissu qui leur est spécifique (25). D’autres cellules, comme les hépatocytes ou les
cardiomyocytes adultes, proliférent peu voire pas du tout. Cependant, I’isolement de cellules
matures requiert des techniques invasives, et leur capacité proliférative dépend de 1’age et de
I’état du patient (26). Par conséquent, l'attention s'est focalisée sur l'utilisation de cellules
souches, y compris les cellules souches embryonnaires (CSE), les cellules souches feetales, les

cellules souches adultes, les cellules souches pluripotentes induites (iPS) (cf chapitre 2).

Il existe trois principales stratégies thérapeutiques pour le traitement des tissus

défectueux ou lésés chez les patients:

(@) L’implantation de cellules isolées : des populations cellulaires entieres peuvent étre
implantées directement apres isolement, ou elles peuvent étre cultivées ex vivo afin de les faire

proliférer avant implantation (18).

(b) implantation d’un matériel formé a partir de cellules et de biomatériaux . dans le
contexte d’ingénierie tissulaire et de médecine régénératrice, I’utilisation de cellules isolées n’est
pas limitée au remplacement direct des cellules endommagées. Une autre méthode serait
d’implanter une combinaison de cellules, avec ou sans phase de culture, ensemencées sur un

substrat (27,28).

(c) régénération tissulaire in situ par les cellules natives : L'isolement et I'expansion de
cellules souches autologues ont été autrefois considérés comme l'avenir de I'ingénierie tissulaire
et la médecine régéneratrice. Cependant, les défis associés aux codts, a la durée de culture ainsi
qu’aux rapports limités d’efficacité ont conduit & se recentrer sur les processus de recrutement

des cellules natives vers les sites de lésions tissulaires. Pour moduler la migration et la
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différenciation requise des progéniteurs endogenes, des facteurs susceptibles d'affecter des
signaux de régulation ou des protéines impliquées dans la cascade de signalisation peuvent étre
administrés. En tant que tel, le domaine de livraison contrdlée et ciblée de principes actifs via les
biomatériaux produit actuellement de nombreuses innovations dans la conception de ces derniers
(29-31). L'application des technologies de thérapie génique est une autre méthode pour la
modulation du recrutement des progéniteurs et leur différenciation. La thérapie génique est un
outil puissant pour la manipulation des progéniteurs existants ainsi que pour I’apport de signaux
paracrines (32). Par exemple, les cellules peuvent étre modifiées pour qu’elles produisent du
VEGF («vascular endothelial growth factor ») afin de stimuler l'angiogenése. La thérapie
génique utilisant des vecteurs viraux et non viraux peut permettre une livraison transitoire ou
durable d'une série de facteurs thérapeutiques, mais souvent a un co(t élevé et présente des
risques de transformation maligne (27). Récemment, il y a eu un intérét particulier pour la
combinaison de la thérapie genique avec des modeles de biomatériaux pour produire des « gene-
activated matrices », augmentant ainsi la capacité de réparation. Le biomatériau agit alors
comme un support pour le gene tout en fournissant simultanément un soutien structural et une

matrice pour le tissu néoformé (33-35).

C. SIGNAUX REGULATEURS

Le comportement cellulaire est fortement influencé par des signaux biologiques,
biochimiques et biophysiques émis par la MEC. Par conséquent, l'utilisation de signaux de
régulation est la troisieme composante de la triade de I'ingénierie tissulaire. Ces signaux incluent
notamment des stimuli biochimiques et/ou biophysiques pour induire et régler la formation des

tissus & la fois in vitro et in vivo (18).

Les signaux biochimiques modulent les processus de signalisations cellulaires
responsables de la migration cellulaire, I'adhésion, la prolifération, la différenciation et la survie.
Les facteurs de croissance et cytokines peuvent fonctionner localement ou systématiquement afin
de changer le mode d'expression des genes dans les cellules cibles. Ils peuvent également étre
impliqués dans 1’activation ou I’inhibition de la synthése d’autres facteurs de croissance et
récepteurs. Ces protéines se lient a des récepteurs transmembranaires qui transduisent les signaux

extracellulaires entrainant des changements au niveau de l'expression génique (36,37). Les
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facteurs de croissance et principes actifs modulant la signalisation cellulaire sont largement
utilisés en ingénierie tissulaire, méme si leur utilisation peut augmenter considérablement le codt

d'un implant.

En plus des signaux biochimiques, les stimuli biomécaniques influencent également le
comportement cellulaire par un processus connu sous le nom de « mécano-transduction ».
Plusieurs systemes ont été développés pour induire différents types de stimulation physique a des
cellules en culture, y compris les bioréacteurs en flacon de type « spinner », les bioréacteurs a
perfusion, les bioréacteurs de compression dynamique, et les bioréacteurs de pression
hydrostatique (38). Une stimulation biomécanique appropriée, ex vivo, peut positivement
influencer la différenciation cellulaire, la production de la MEC et, le résultat obtenu aprés
I'implantation (39). La distribution hétérogene des cellules peut étre un obstacle majeur pour le
développement, ex vivo, d’un tissu ou d’un organe en 3D, pour cela des méthodes de
biomécanique optimisées ont été mises au point pour améliorer la distribution cellulaire spatiale
(40).

Une meilleure compréhension du réle de la MEC dans la régulation des signaux
moléculaires / biochimiques ainsi que physiques a permis le développement d'une nouvelle
génération de biomatériaux. Par exemple, il a été montré que le destin des cellules souches est
influencé par la rigidité du substrat sur lequel elles sont ensemencées (41). En conséquence, les
biomatériaux, eux-mémes, peuvent étre considérés comme des signaux de régulation dans la
conception de I’implant dans l'ingénierie tissulaire, de fagcon a ce que la structure chimique et

physique du biomatériau soit bien adaptée a un comportement cellulaire optimal (18).

En résumé, les paramétres caractérisant chaque élément de la triade de 1’ingénierie

tissulaire sont montrés dans la figure 6 ci-dessous.
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Figure 6. Parametres définissant le concept de I’ingénierie tissulaire (42).

I1l. Application de ’ingénierie tissulaire a la médecine vasculaire

Les maladies cardiovasculaires (MCV) sont la principale cause de mortalité dans les pays
occidentaux, et parmi les dix premieres causes de mortalité et de morbidité dans le monde.
Chaque année, les infarctus de myocarde, les accidents vasculaires cérébraux (AVC), les
insuffisances cardiaques congestives, les maladies des valves cardiaques et les maladies
vasculaires telles que 1’athérosclérose entrainent des milliers de morts. La prise en charge de ces
maladies constitue donc un enjeu considérable en termes de santé publique. Selon Zaragoza et al,
les complications cardiaques et vasculaires sont associées a des facteurs génétiques et
environnementaux, ce qui rend ces pathologies multifactorielles tres difficiles a éviter (43). Bien
que beaucoup d’études précédentes aient rapporté que les nouveaux médicaments et les
dispositifs innovants aient amélioré la qualité de vie des patients souffrant de MCV, mais elles
n’ont pas mentionné que ces traitements ont réduit le taux de mortalité et de morbidité (44).
Ensuite, la transplantation d’organes s’est avérée comme une nouvelle voie thérapeutique
proposant un remede immédiat en remplacant des tissus ou organes par des substituts
fonctionnels. Comme il s’agit du traitement de choix dans le cas d’une défaillance d’un organe, il
y a alors un besoin croissant d’organes humains compatibles transplantables (autologues ou

allogéniques) (45). Cependant, deux obstacles majeurs compliquent I’application de ce
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traitement : le manque de donneurs, et le risque élevé de rejet de greffe (46). En fait, le succes du
traitement des MCV a ¢été limité par 1’absence de tissus autologues capables de réparer les
muscles cardiaques atteints et de conduits vasculaires remplagant les vaisseaux occlus. De plus,
les immunosuppresseurs administrés lors d’une transplantation augmentent le risque d’infections

et de cancers affectant aussi le taux de mortalité di aux MCV (44).

Plus particulierement, pour faire face aux atteintes du systéme vasculaire, plusieurs

méthodes sont utilisées :

- des médicaments permettant de réduire le risque de survenue ou de récidive des
maladies vasculaires ;

- des prothéses synthétiques (en Dacron® ou en polytétrafluoroéthyléne expansé
(ePTFE)) ;

- une endoprothése (« stents »): qui consiste a placer un ballonnet gonflable a I’endroit
ou le vaisseau est rétréci pour le dilater, et y placer un dispositif a ressort pour
maintenir le diamétre nécessaire pour une bonne circulation sanguine ;

- un pontage : c’est-a-dire une portion de vaisseau prélevé chez le patient est ajustée de

part et d’autre de la zone obstruée.

Néanmoins, les médicaments ne fournissent pas un traitement curatif, les prothéses
synthétiques ne sont applicables que pour les vaisseaux ayant un diameétre inférieur a 6mm, les
endoprothéses peuvent induire une occlusion aiglie ou une resténose et le capital vasculaire d’un
patient pourrait ne pas permettre un pontage (47,48). C’est pourquoi pour s’affranchir des limites
des traitements traditionnels il est nécessaire de développer des substituts vasculaires issus de

I’ingénierie et rassemblant les caractéristiques d’un vaisseau natif.
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A. STRUCTURE, FONCTIONS ET PATHOLOGIES
VASCULAIRES

a) Structure et fonctions de la paroi vasculaire

Les vaisseaux sanguins parcourent le corps et jouent un role dans les échanges gazeux, le
transport des nutriments et des déchets, et la défense immunitaire. Les artéres répondent toutes a
un modéle commun d’organisation. Elles sont constituées de trois couches (figure 7) ou chaque

type cellulaire exerce différentes fonctions relatives a la physiologie cardiovasculaire:

(@ Une monocouche de cellules endothéliales (CE), reposant sur une zone sous-
endothéliale de structure lache, en contact direct avec le sang et formant la tunique interne ou
intima. Les CE ont des fonctions diverses telles que le transport d’un nombre de constituants
sanguins parmi lesquels les lipoprotéines. Elles peuvent produire des substances exercant un
effet sur les éléments figurés du sang et sur la paroi vasculaire comme : la prostacycline qui est
vasodilatatrice et inhibe les fonctions plaquettaires ; d’autres substances vasodilatatrices agissant
sur la media (décrite ci-dessous) ; des substances vasoconstrictrices (endothéline). Cette couche
est sensible a des stimuli via des récepteurs membranaires, des messagers physiques, des

médiateurs locaux et des conditions métaboliques.

(b) une couche de cellules musculaires lisses (CML), de péricytes et d’un réseau de
collagéne, élastine et de mucopolysaccharides recouvrant les CE et formant la tunique moyenne
ou media. C’est la tunique la plus épaisse, limitée de part et d’autre par les membranes limitantes
élastiques interne et externe. Les CML possedent une fonction contractile assurant le tonus
artériel et la vasomotricité et elles exercent aussi des fonctions métaboliques en particulier la
sécrétion de la MEC et le catabolisme des lipoprotéines. Les péricytes ont un role dans
I’inhibition de I’inflammation, la réduction de la formation de cicatrices et favorisent

I’angiogenese.

(c) Des fibroblastes et de la MEC forment la couche externe ou adventice. Cette couche
joue un réle dans le transport cellulaire, le remodelage vasculaire, 1I’ancrage et la médiation d’une

réponse immunitaire.
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Intima (tunigue interne)

- formée principalementde CE
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Figure 7. Les principales tuniques d’un vaisseau sanguin artériel : la composition cellulaire et les fonctions de ’intima, de la
média et de I’adventice

Chaque type cellulaire formant le vaisseau exerce différentes fonctions relatives a la
physiologie cardiovasculaire (49). Ensemble, ces trois couches de cellules jouent un réle dans la

réparation, le remodelage, et le maintien du vaisseau sanguin apres une lésion.

Il a été démontré que tous les types cellulaires formant ces couches interviennent, non
seulement dans le cas d’une pathologie cardiovasculaire, mais aussi dans la thérapie cellulaire.
Dans une revue récente, Chen et al. ont indiqué que les cellules dérivant des vaisseaux sanguins
sont utilisées en tant que sources cellulaires pour la réparation et la régénération tissulaire dans
plusieurs maladies cardiaques et musculaires. Les cellules endothéliales myogéniques
contribuent a la régénération musculaire et la réparation cardiaque surtout en cas d’infarctus aigu
du myocarde. D’autre part, les péricytes participent a la régénération des muscles cardiaques
dystrophiques, alors que les cellules de I’adventice permettent le remodelage vasculaire et la

régénération des tissus voisins (50-52).
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b) Pathologies vasculaires : exemple de I'athérosclérose

Les pathologies vasculaires telles que 1’athérosclérose, 1’artérite, 1’insuffisance veineuse

chronique et la thrombose sont parmi les principaux problemes vasculaires dans le monde.

L’athérosclérose, cause commune des maladies cardiovasculaires, est en nette
progression dans les pays développés. C’est une maladie artérielle décrite comme étant une
pathologie inflammatoire chronique et évolutive caractérisée par des dépdts de lipides et
d’¢léments fibreux dans la paroi des artéres. Le processus inflammatoire est associé¢ a
I’interaction entre les éléments cellulaires de la paroi artérielle, les cellules immunitaires
(macrophages et lymphocytes T) et les lipoprotéines modifiees. Cette inflammation chronique
aboutit a un processus cicatriciel réactionnel de la paroi artérielle impliquant les CML et la
production de MEC et aboutissant a la formation des lésions complexes. La cicatrisation de la
Iésion permet sa stabilisation dans le temps méme si ce phénomeéne pourrait aboutir parfois a la
réduction du diameétre artériel. Certaines de ces Iésions inflammatoires, trop importantes ou trop
brutales, vont conduire a des lésions qui vont se compliquer par une rupture ou une érosion de
plaque et une thrombose artérielle aboutissant a la complication ultime de cette pathologie,
I’obstruction brutale du vaisseau et la survenue d’événements cliniques majeurs, infarctus du

myocarde ou accidents vasculaires cérébraux (53,54).

D’apres les descriptions anatomopathologiques, I’évolution de la formation des plaques

d’athérosclérose se fait en 8 stades :

- stade | : un épaississement fibromusculaire de 1’intima formé de cellules spumeuses
isolées, c’est-a-dire des macrophages chargés d’une quantité abondante de lipides
dans leur cytoplasme ;

- stade Il : I’épaississement devient des stries lipidiques constituées par un plus grand
nombre de cellules spumeuses, ainsi que de CML chargées de lipides. Les deux
premiers stades sont asymptomatiques et peuvent se développer avant 1’age de dix ans

(figure 8)
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Figure 8. Stries lipidiques apparaissant sous I’endothélium artériel (55).

- stade Ill ou pré-athérome : correspond a I’évolution des stries lipidiques et a une
accumulation de lipides extracellulaires chez le jeune adulte.
- stade IV : les lipides intra et extracellulaires forment un amas appelé ceeur lipidique

qui est I’athérome (plaque simple) (figure 9).

Plaques

AD

Figure 9. Athérome ou plaque simple (55).

- Stade V : correspond a I’évolution de la plaque simple en plaque d’athérosclérose
mature. La fibrose, tissu fibreux formé par les CML, entoure le cceur lipidique en

I’isolant de la lumiére artérielle (figure 10).
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Figure 10. Plaque d’athérome mature (56).

- stade VI: la plaque d’athérosclérose mature devient une plaque compliquée, des
accidents de rupture avec thrombose et infiltration hémorragique peuvent survenir
- stade VII: aux ages avancés apparaissent des plaques lourdement calcifiées ou

presque exclusivement scléreuses au stade VIII.

L’initiation des plaques d’athérosclérose est imposée par deux phénoménes principaux :
la présence de lipoprotéines circulantes ayant subi une oxydation et la dysfonction endothéliale
(54).

B. L'INGENIERIE VASCULAIRE

La morbidité croissante liée aux maladies cardiovasculaires a rendu crucial le
développement de substituts vasculaires pour remplacer plus particulierement les vaisseaux de
petit diameétre (moins de 6 mm). Bien que ['utilisation de prélévements autologues reste la
meilleure stratégie pour le remplacement d’un vaisseau défectueux, ils ne sont pas toujours
disponibles en raison de prélévements antécédents ou de leur qualité incorrecte notamment chez
les patients agés. Malgré un besoin clinique clair pour une greffe artérielle fonctionnelle, le

succes des prothéses synthétiques s’est limité au remplacement des vaisseaux de gros calibre.
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Cependant, les besoins de substituts vasculaires de petit diametre sont importants notamment
quand il s’agit de fistules artério-veineuses chez les hémodialysés ou de pontages arteriels
distaux. Les limites d’utilisation des substituts autologues dans certaines situations a fait de
I’ingénierie tissulaire une approche prometteuse pour les pallier (49). Le concept de cette
approche est bas¢ sur 1’association de cellules et d’une matrice (synthétique ou naturelle) qui
seront soumis a des signaux locaux, physiques et chimiques afin de conditionner la perméabilité

et les propriétés mécaniques des vaisseaux néoformés.

L'ingénierie tissulaire vasculaire nécessite une approche multidisciplinaire, intégrant les
connaissances de la biologie vasculaire avec I’ingénierie des biomatériaux et la microfluidique
afin d’essayer de reproduire le microenvironnement approprié dans lequel les cellules peuvent
former des vaisseaux sanguins matures capables de maintenir la viabilité des tissus au cours du
temps. La conception d’un systéme microvasculaire exige tout d’abord le choix de types
cellulaires approprieés qui sont des cellules endothéliales et des cellules périvasculaires. Ces
cellules peuvent étre isolées directement en tant que cellules primaires, dérivées de progéniteurs
circulants dans le sang ou différenciées a partir des cellules souches. Apres avoir sélectionné le
type cellulaire a employer, il est nécessaire de choisir un matériau permettant de soutenir les

cellules dans un environnement en 3D (57).

Bell et al. ont été les premiers a appliquer les approches de 1’ingénierie tissulaire
vasculaire en construisant, pour la premiére fois, une artere in vitro. Dans cette étude pionniere,
des CML bovines ont été cultivées dans des gels de collagene pour produire la media d’une
artere dans laquelle des fibroblastes de 1’adventice ont été ensemencés pour former 1’adventice.
Quant aux CE, elles ont été ensuite ensemencées dans la lumiére du construit. Bien que ce
greffon ressemble a une artére native d’un point de vue structural, il ne 1’était pas au niveau
fonctionnel. Néanmoins, a partir de cette étude, de nombreuses approches ont été développées
pour concevoir un greffon vasculaire qui imite le vaisseau natif vis-a-vis de ses propriétés
mécaniques et la composition de sa matrice extracellulaire (principalement de collagene et
d'élastine). Dans l'ensemble, ces différentes méthodes peuvent étre classées selon I’emploi ou
non de «scaffolds », et les substituts vasculaires peuvent étre générés soit dans un bioréacteur
soit dans 1’organisme de 1’hote (58). Trois technologies d'ingénierie vasculaire ont notamment

conduit & des produits qui ont été employés dans des essais cliniques aux Etats-Unis et ailleurs
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(tableau 1), ce qui démontre le potentiel des stratégies d'ingénierie tissulaire a produire des

vaisseaux sanguins implantables pour les applications cliniques.

Tableau I. Applications cliniques utilisant des conduits vasculaires crées par différentes approches d’ingénierie vasculaire.

Groupes Approches Méthodes Applications cliniques
Nikalson/Humacyte Matrices CMLs humaines cultivées dans  Shunts artério-veineux pour
biodégradables une matrice d’APG sous un dialyse

étirement pulsatile.
L’Heureux/Cytograft Auto-assemblages de  Feuillets de CMLs contenant Shunts artério-veineux pour
feuillets cellulaires de fibroblastes humains dialyse
enroulés autour d’une structure
tubulaire et mis en culture pour
permettre la fusion entre les
feuillets.
Shinoka et Breuer Bioréacteur in vivo Des CMN-MO cultivées Conduits cavopulmonaires
brievement sur un copolymére  extracardiaques
d’acide polycaprolactone-
polyactique avec de I’APG
permettant de recruter des
cellules in vivo pour le

remodelage.

CMLs : cellules musculaires lisses ; APG : acide polyglycolique ; CMN-MO : cellules mononucléées

de moelle osseuse

Les trois approches peuvent étre résumees comme suit (figure 11) :

(@) Un assemblage des vaisseaux in vitro a partir de cellules et de scaffolds dégradables
synthétiques ou naturels ;
(b) Un auto-assemblage in vitro a partir de feuillets cellulaires, méthode n’exigeant pas

[’utilisation de scaffolds ;
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(c) La formation de vaisseaux in vivo a partir de greffes acellulaires dérivant de

vaisseaux sanguins décellularisés, de sous-muqueuses intestinales ou de CML

allogéniques cultivées (59).
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Figure 11. Schéma représentant les trois différentes approches d’ingénierie tissulaire pour la fabrication

de substituts vasculaires (59).
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a) Biomatériaux en ingénierie vasculaire

Les biomatériaux peuvent étre d’origine naturelle ou synthétique. Le gel de fibrine compte
parmi les matrices naturelles. L’ensemencement de ce gel par des fibroblastes dermiques
humains et leur culture pendant 7 & 8 semaines a donné des résultats encourageants: en effet, le
conduit obtenu a montré des propriétés mécaniques satisfaisantes, mais il reste a valider ce
modele in vivo (60). En pratique, ce sont les polyméres synthétiques qui sont les plus
couramment utilisés et non pas ceux d’origine naturelle comme on pourrait intuitivement penser.
Parmi les polymeéres synthétiques, 1’acide poly-glycolique (PGA) et I’acide poly-L-lactique
(PLLA) dont I'utilisation a dominé pendant longtemps sont les plus connus, mais de nombreux

autres matériaux sont aujourd’hui en cours de développement et testés.

Les matériaux, n’importe leur nature, doivent principalement répondre aux critéres

suivants pour envisager la possibilité de leur utilisation en clinique :

- Une résistance a la fatigue garantissant la stabilité du diametre dans le temps

- Une résistance a la rupture similaire a celle des veines saphenes (>1700 mmHg)
- Une absence de thrombogénicité

- Des conditions de construction relativement simples

- Etre réglementairement acceptables et économiquement viable pour un industriel

Ce cahier des charges impose donc que les recherches actuelles optimisent
principalement la biocompatibilité, la cinétique de dégradation afin qu’elle se produise au fur et a
mesure de la formation de la MEC et la colonisation par les cellules de 1’hote, et les propriétés
mécaniques pour avoir une compliance proche de celle des vaisseaux natifs (61). Pour cela il faut
tenir compte de plusieurs variables pour répondre a toutes ces contraintes, notamment le poids
moléculaire du polymére, sa porosité et son module d’élasticité compte tenu de la sensibilité de
I’adhésion et de la différenciation cellulaires a la nature physique du substrat (62). Les
nanotechnologies pourraient intervenir pour créer a 1’échelle nanométrique une architecture
mimant au mieux celle de la MEC native et optimisant alors les interactions avec les cellules

circulantes (63).
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Ci-dessous le tableau Il permet de résumer les types des biomatériaux utilisés en
ingénierie vasculaires et d’énumérer leurs principales caractéristiques [pour plus de détails, se

référer a la référence (64)].

Pour étre efficace, un biomatériau doit étre bioactif, c’est-a-dire capable de créer des
liens «chimiques » étroits au niveau de l’interface tissu hote/greffon. La bioactivité d’un
matériau est donc fortement liée a ces propriétés physico-chimiques. Durant les trois dernieres
décennies, les recherches se sont intéressées a trouver les meilleures approches afin de rendre un

matériau bioactif en ayant recours a la modification de sa surface soit par :

- la modulation des propriétés physiques telles que la rugosité, la charge de surface, la
topographie... ;

- le dépdt de films auto-assemblés de polyélectrolytes appelés films multicouches de
polyélectrolytes (FMP) ;

- le greffage de molécules a la surface du biomatériau ou le dépdt par adsorption de

molécules afin de rendre le biomatériau biomimétique.

Dans ce qui nous suit, nous traiterons seulement la modification de la surface d’un
biomatériau issu d’un dépot de FMP puisque c’est cette approche qui a été employée dans ce

projet de thése de doctorat.

(i) Les films multicouches de polyélectrolytes

Les efforts de la recherche se portent actuellement a la réalisation de surfaces bioactives
assurant I’adhésion et le développement cellulaires. L utilisation de quelques méthodes telles que
I’adsorption de protéines et le greffage chimique de polymeres est limitée du fait que ces
techniques sont difficiles a mettre en ceuvre et ne s’adaptent pas a toutes les surfaces. Le dépot de
FMP est un moyen simple, original et efficace capable de fonctionnaliser les surfaces des
biomatériaux afin de les cellulariser. 1l est basé sur le dépdt couche par couche ou « layer-by-
layer » (LbL) de polyélectrolytes (alternativement un polyanion et un polycation) (Fig. 12). La
facilite de la mise au point de ce systéme ainsi que la diversité des polyélectrolytes a autorisé
I’¢laboration de FMP dont les propriétés physicochimiques et les possibilités modulables de

fonctionnalisation permettent d’avoir des biomatériaux bien adaptés a I’application désirée.
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Tableau I1. Résumé de ’ensemble des biomatériaux utilisés en ingénierie

vasculaire(64)

-

-

Executive summary

Synthetic polymers

Nondegradable materials
—  Expanded polytetrafluoroethylene, Dacron® and polyurethane are
currently used as synthetic vascular grafis.

—  Polyurethane is better able to match the compliance of native vasculature,
but the patency rates of grafis composed of synthetic, nondegradable
materials is relatively poor.

—  Functionalization of the polymer surfaces via chemical modification and
coatings enables improved endothelialization and thromboresistance of
the materials.

Degradable scaffolds

—  Biodegradable polymers act as scaffolds upon which cells and the
surrounding environment can modulate vascular remodeling.

—  Degradable polymers, including polyglyeolie acid,
polyhvdroxyalkanoates, polycaprolactone and polyethylene glycol, have
been utilized in generating cell-seeded scaffolds for vascular substitutes.

—  Degradable scaffolds have been further functionalized with proteolytic
sites for the controlled release of bioactive molecules from the polymer
matrix and optimized presentation of these factors to the surrounding
environment via cell-mediated degradation.

—  While degradable polymers have enabled improved extracellular matrix
(ECM) production and vascular cell infiltration into the graft site,
compliance mismatch, prolonged cell culture periods and the challenges
of cell sourcing remain significant obstacles in utilizing biodegradable
materials in the clinical setting.

Biopolymers

The generation of protein polymers that mimic native structural proteins and adopt
the characteristics of the arterial wall offers a unique approach to develop a
vascular grafi.

Collagen and fibrin gels and fibers are able to bind to critical proteins that direct
cell fate, and are therefore ideal in the formation of artificial blood vessels. While
aligned, crosslinked collagen fibers contribute to the mechanical integrity of the

graft, the more elastic fibrin mimics the role of elastin in native vasculature.

ECM production and mechanical integrity can be further modulated by smooth
muscle cell seeding, culture techniques and preconditioning treatments.

The biosynthetic machinery of microorganisms can be exploited to produce
significant quantities of recombinant protein polymers that have been designed
from primary amino acid sequences and self-assemble into a distinet 3D folded
structure. The generation of elastin-mimetic protein polymers is one such example
of a vascular tissue-engineering application.

Decellularized allogeneic or xenogenic tubular tissues that contain an intact and
structurally organized ECM have been investigated as vascular conduits, which
include human umbilical vein and bovine and porcine carotid arteries. These grafis
have met with some success, but drawbacks include the inability to tailor matrix
content and architecture, progressive biodegradation and the risk of viral
transmission from animal tissue.
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Les polyélectrolytes sont des macromolécules portant un grand nombre de charges
positives ou négatives ou des groupements (caroboxyliques, acides ou amines) qui peuvent étre
ionisés une fois dissous dans de 1’eau en faisant varier le pH. Plusieurs polyélectrolytes ont été
exploités dans les domaines d’ingénierie tissulaire dont les polyélectrolytes synthétiques typiques
tels que le poly (styréne-4-sulfonate) (PSS), I’hydrochlorue de poly(allylammine) (PAH), 1’acide
poly(acrylique) (PAA), mais aussi des polysaccharides tels que I’acide hyaluronique (HA) et le
chitosane (CHI). Ces polyélectrolytes sont commercialisés, et la construction ainsi que la
caractérisation de plusieurs couples de polyélectrolytes ont été bien étudiées. En outre, des
protéines (facteurs de croissance), enzymes, peptides... peuvent étre intégrés ou adsorbés dans
les structures de FMP. Les polyélectrolytes se comportent en tant que polyacides ou polybases
forts ou faibles selon la nature du groupement fonctionnel naissant par les chaines polyioniques.
Deux polyélectrolytes de charges opposées interagissent par 1’intermédiaire d’interactions
électrostatiques menant a la formation des FMP. Sur la base de ces interactions électrostatiques,
les FMP peuvent étre construits par la technique « LbL » et leur stabilité résulte des interactions
des charges intrinseques fixes des polyélectrolytes mais aussi de la compensation des charges
extrinséques (présence de sels ioniques en solution). La technique LbL ou I’auto-assemblage est
tres simple : elle consiste en 1’exposition d’une surface chargée (n’importe quel type de surface
dont les substituts vasculaires, les surfaces artérielles natives...) a une solution de
polyélectrolytes de charge opposée. Les interactions €lectrostatiques vont permettre 1’adsorption
du polyélectrolyte sur le substrat pour former une tres fine couche ayant la charge opposée de la
surface de départ. L’exces de charge est éliminé par simple rincage. Lorsque cette couche est de
nouveau exposée a une seconde solution contenant des polyélectrolytes de charge opposée, ceux-
ci peuvent interagir électrostatiquement avec la premiere couche menant a la formation de la
premicre bicouche. Cette procédure est répétée plusieurs fois jusqu’a 1’obtention du nombre
désirée de bicouches et peut étre facilement adaptée pour recouvrir I’intérieur de tubes ou méme

des vaisseaux sanguins (65).

Films multicouches PAH/PSS

Nous nous intéresserons plus particulierement aux FMP de type PAH/PSS qui ont été

développés depuis une dizaine d’années au sein de I’équipe vasculaire de 'UMR-CNRS 7365 et
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ont montré des propriétés trés intéressantes mises a profit pour la réalisation d’un substitut

vasculaire de petit calibre (8,9,66).

Parmi plusieurs associations de polyélectrolytes, il a été montré par Boura et al. que le
film (PAH-PSS);-PAH a permis une meilleure prolifération des CE et semble améliorer
I’adhésion et le développement de ces cellules en condition statique ou sous flux laminaire
(67,68). En effet, la fonctionnalisation par ce type de film favorise 1’adhésion de CE sur la
surface luminale d’un substitut synthétique en PTFEe. L’expression du facteur
intracytoplasmique von Willebrand Factor (VWF) par la monocouche endothéliale a été
confirmée par 1’observation en microscopie confocale de la surface luminale (9). Ces résultats
ont conduit a essayer de fonctionnaliser la surface luminale d’artéres ombilicales cryoconservées
dans le but de les implanter plus tard dans un modele animal. Par microscopie confocale, un
dép6t homogene du film sur toute la surface de I’artére a été observé ainsi qu’un recouvrement
des fibres de collagene constituant la MEC. La poursuite des travaux sur les propriétés des FMP
de type PAH/PSS a permis de démontrer que ces films permettent de modifier la face interne des
arteres, induisant une bonne perméabilité in vivo aprés trois mois d’implantation chez le lapin
lorsque la charge de la derniere couche est négative (66) et favorisant 1’adhérence et la rétention
des CE lorsque sa charge est positive (69). Ces multicouches permettent non seulement
I’adhésion des CE mais aussi d’autres types cellulaires, notamment les cellules progénitrices
endothéliales (EPC : endothelial progenitor cells) (8), les CSM-MO (70) et les CSM-GW
(Rammal et al, 2014 ; données non publiées). Berthélémy et al. ont montré que ce type de film a
réduit le temps de différenciation des EPC en CE par rapport a un support classique de

fibronectine (8) et qu’il a favorisé leur différenciation en CML en hypoxie (71).

La fonctionnalisation de surface par dépot de FMP est devenue ’axe principal de notre
thématique, non seulement pour favoriser 1’adhésion et la prolifération des CE, mais surtout pour
la différenciation des cellules souches qui sont de plus en plus utilisées en tant qu’alternatives
aux autres types cellulaires. Les FMP de type PAH/PSS sont les films de choix dans cette étude
pour la différenciation des CSM-GW en CE.
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Figure 12. Schéma représentant la technique « layer-by-layer » pour la construction de FMP de type PAH/PSS (72).
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Chapitre 2 : Les cellules utilisées en
ingénierie tissulaire

Malgré les progres considérables réalisés dans le développement de biomatériaux et du
microenvironnement idéal permettant la formation d’un tissu in vitro et plus particuliérement
dans le cadre de notre sujet d’étude, d’une structure vasculaire en 3D, le choix de la source
cellulaire a utiliser reste un souci majeur. La génération rapide d’une couche endothéliale est
particulierement importante pour la formation d’un substitut vasculaire fonctionnel de diamétre
inférieur a 6 mm. Les cellules endothéliales peuvent étre obtenues soit de maniére directes a
partir de cellules matures soit différenciées a partir de cellules souches. Dans cette partie, nous
détaillerons les propriétés des cellules endothéliales natives et décrirons les principales sources
de cellules souches utilisables en ingénierie tissulaire et plus particuliéerement en ingénierie

vasculaire.

|. Caractéristiques des cellules endothéliales adultes

La source des cellules endothéliales adultes est le plus souvent veineuse et plus rarement
artérielle. Les cellules autologues sont isolées a partir d’une veine prélevée chez le patient et
peuvent étre aussi isolées a partir de graisse lipoaspirée (59). Ensuite les CE sont cultivées in
vitro pour permettre leur amplification avant de les ensemencer dans le « scaffold » ou la matrice
vasculaire. Les CE sont caractérisées a I’aide d’un grand nombre de marqueurs dont certains
d’entre eux sont ubiquitaires et exprimés aussi par d’autres types cellulaires, certains sont
spécifiques a un type de vaisseaux ou tissus et certains ne sont exprimés qu’aprés activation par

des signaux tels que les cytokines inflammatoires et les facteurs de croissance.

Dans le cceur, les arteres, les capillaires et les veines et dans des conditions normales, le
sang est en contact direct avec des CE saines et reste fluide. La surface luminale des CE
quiescentes est anticoagulante et non thrombogeénique, les plaquettes et les leucocytes n’y
adherent pas et le systeme de coagulation reste inactif. En revanche, les macromolécules de la
couche basale, sécrétees par les CE sont fortement thrombogéniques, ainsi que les CE activées

favorisent la formation d’un thrombus. Les CE régulent donc 1’équilibre entre la thrombose,

33



Chapitre 2 : Les Cellules Utilisées en Ingénierie Tissulaire

I’hémostase et la thromborésistance (73). Elles peuvent aussi participer aux réactions
inflammatoires en coordonnant le recrutement des cellules inflammatoires sur les sites de leésion
ou d’infection et en produisant des cytokines et des facteurs de croissance. En outre, les CE
répondent a des stimuli inflammatoires comme les lipopolysaccharides (LPS) ou des cytokines.
De nombreuses molécules d’adhésion sont exprimées a la surface des leucocytes et des CE et
médient par la suite la fixation des leucocytes et leur migration a travers 1’endothélium (74).
Quelques-uns des marqueurs caractérisant et participant aux diverses fonctions des CE sont

présentés dans le tableau suivant (tableau I11).

Tableau I11. Quelques marqueurs endothéliaux, leurs sites d’expression et fonctions.

Marqueurs Expression et fonction

CD31/PECAM-1 Molécule d’adhésion, exprimée en abondance sur les

CE au niveau des jonctions intercellulaires, sur les
cellules T et, moins abondamment sur les plaquettes et
la plupart des leucocytes. CD31 est nécessaire pour la
migration trans-endothéliale des leucocytes a travers
les espaces intercellulaires entre les CE.

Vascular endothelial Cadherin (VE-Cadhérine) Membre de la famille des cadhérines, exprimé dans les
CE, permet I’adhésion des cellules et est nécessaire

leur survie.
E-sélectine [endothelial leukocyte adhesion Molécule d’adhésion moléculaire, exprimée de fagon
molecule-1 (ELAM-1), CD62E] transitoire par les CE vasculaires en réponse a I’'IL-1f3

et au TNF-a, jouant un réle important dans le
recrutement des leucocytes au site de I’inflammation.
P-sélectine (CD62P) Molécule d’adhésion moléculaire, exprimée par les CE
activées. Dans les CE inactivees, la P-sélectine est
stockée dans des granules appelées les corps de
Weibel-Palade. Une fois les CE sont activées, la P-
sélectine se déplace de I’intérieur des cellules vers la
surface cellulaire et joue un role dans le recrutement

des leucocytes dans le cas d’une inflammation
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Tie-2

Vascular cell adhesion molecule 1
(VCAM-1/ CD106)

Intercellular adhesion molecule 1
(ICAM-1/ CD54)

Facteur de Von Willebrand (VWF)

Vascular endothelial growth factor receptors:

-  VEGF-R1/Flt-1
-  VEGF-R2/ FIk-1/KDR
- VEGF-R3/Flt-4

Récepteur tyrosine kinase des angiopoiétines; joue un
role dans I’homéostasie vasculaire.

Membre de la famille des immunoglobulines, exprimé
a la surface des CE activees et de certains leucocytes.
Son expression est induite par I’IL-1p, IL-4, TNF-a et
IFN-y. II joue un réle dans 1’adhésion des
lymphocytes, monocytes, éosinophiles et basophiles a
I’endothélium vasculaire.

Exprimé faiblement sur les CE et les leucocytes mais
son expression peut augmenter apres une stimulation
par 'IFN-y, le TNF-a, I'IL-1p et le LPS. Joue un rdle
dans la migration des leucocytes a travers
I’endothélium.

Glycoprotéine sérique médiant 1’adhésion des
plaquettes a I’endothélium vasculaire 1ésé.

Régulation de la vasculogenese, 1’angiogenese et la
lymphangiogenése médiées par la famille des VEGF.
VEGF-R2 est considéré comme 1’inducteur primaire
de la croissance des vaisseaux sanguins induite par le
VEGF, alors que le VEGF-R3 joue un réle important
dans la lymphangiogenese médiée par VEGF-C et
VEGF-D.

L’utilisation de CE adultes en ingénierie vasculaire présente plusieurs limites telles que :

- L’invasivité des procédures nécessaires pour leur récupération;

- Leur nombre et leur durée de vie limités ;

- La fraction de CE derivant de graisse lipoaspirée est souvent contaminée par d’autres

types cellulaires (tels que les macrophages et les fibroblastes). Ceci a conduit a une

augmentation de I’hyperplasie chez le chien (75) et a une diminution de la
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perméabilité des vaisseaux dont le lumen a été ensemenceé par ces cellules chez le
lapin (76) ;

- Leur capacité proliférative qui diminue avec 1’age du donneur, sachant que la plupart
des patients ayant besoin d’un implant vasculaire sont des personnes agées. Pour
surmonter ce probleme, le géne hTERT (human telomerase reverse transcriptase) a
été exprimé dans des CE isolées chez des personnes agées pour augmenter le
potentiel prolifératif de ces cellules en culture, mais ceci n’a pas réussi a inverser les
effets de 1’age sur la sénescence cellulaire ni sur la durée de vie (26) ;

- Leur immunogénicité qui limite leur utilisation dans un contexte allogenique ;

En tenant compte des limitations mentionnées ci-dessus, il est nécessaire de trouver
d’autres sources de CE ou d’autres types cellulaires produisant de CE qui pourraient étre des
meilleures candidates en ingénierie vasculaire. Les approches prometteuses permettant de
générer des CE incluent (a) la différenciation de cellules souches embryonnaires (CSE)
directement en CE, (b) la différenciation de CSM en CE, (c) la différenciation des EPC du sang
en CE, (d) dédifférenciation des cellules stromales de 1’hote en cellules pluripotentes induites
(iPS) puis les différencier en CE ou (e) la transdifférenciation des cellules stromales de 1’hote

directement en CE sans induire un état de pluripotence (59)

I1.Les sources de cellules souches utilisables en ingénierie

tissulaire, plus particulierement vasculaire

La découverte des cellules souches marque I’entrée de la médecine moderne dans une
nouvelle ére. La caractérisation fine de leurs propriétés a logiquement suggéré leur possible

utilisation en tant qu’agents thérapeutiques en médecine régenératrice.

Les cellules souches sont classifiées, selon la source et la capacité de différenciation, en
(figure 13) :
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(@) les cellules souches embryonnaires humaines (CSEh) : dites cellules pluripotentes car elles
sont capables de générer la plupart, voire la totalité des tissus adultes, mais ne peuvent pas

former les tissus extra-embryonnaires.

(b) les cellules souches pluripotentes induites (iPS : induced pluripotent stem cells) dérivant de
cellules adultes somatiques, telles que les fibroblastes, et modifiées génétiqguement par 1’ajout de

4 génes relatifs a ’embryogenése.

(c) les cellules souches feetales et (d) les cellules souches somatiques (adultes) : dites cellules

multipotentes, capables de former plusieurs types de cellules différenciées issues d’un méme

tissu (77).

Les cellules souches se caractérisent par leurs capacités d’auto-renouvellement par
division cellulaire mitotique et de différenciation en une large gamme de types de cellules
spécialisées. Elles sont a I’origine de la formation des tissus dans le corps, et peuvent étre
cultivées in vitro dans le but de leur étude ou de leur utilisation en médecine (78).
Indépendamment du type de cellules souches, 1’intérét essentiel se porte sur 1I’expansion de ces
cellules, le maintien de leur état « souche », leur différenciation et en fin de compte leur
utilisation en applications cliniques. Une meilleure compréhension de ces cellules et de leur
manipulation afin de produire les types cellulaires d'intérét ou des tissus transplantables est

I’objectif essentiel de la médecine régénératrice.
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Figure 13. Types et origines des cellules souches. Deux groupes de cellules souches peuvent étre définis selon leur capacité de
différenciation : les cellules souches pluripotentes dont les cellules souches embryonnaires et les cellules pluripotentes induites
(iPS) obtenues par reprogrammation, et les cellules souches multipotentes feetales ou adultes (77).
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A. CELLULES SOUCHES PLURIPOTENTES

a) Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires (CSE) sont isolées de la masse cellulaire interne
(MCI) du blastocyste (embryon au 5™ ou 6°™ jour chez 1’Homme) (figure 8). In vivo, la MCl a
la propriété de donner naissance aux trois feuillets embryonnaires (endoderme, mésoderme et
ectoderme) a 1’origine de tous les tissus d’un étre humain adulte, c’est la « pluripotence ». La
pluripotence, in vivo, est trés rapidement perdue au cours du développement embryonnaire. Les
CSE présentent la propriété unique de pluripotence en ayant la capacité de former tous les types
de cellules spécialisées et différenciees de I'organisme dont ils sont issus (Figure 14). Afin de
maintenir leur pluripotence, ces cellules doivent proliférer tout en supprimant le processus de

différenciation, un phénomene connu sous le nom d'auto-renouvellement (79).

En 1981, les premiéres CSE, provenant de souris, ont été isolées et mises en culture (80).
Pres de deux décennies plus tard, lI'isolement des CSEh a été rapporté par Thomson et al (81). La
pluripotence des CSE humaines et murines est démontrée par la formation de tératomes,
contenant des cellules exprimant des marqueurs de chacun des feuillets embryonnaires, une fois
injectées a des souris immuno-déficientes (81,82). Cependant, les conditions requises, in vitro,
pour le maintien de la pluripotence et de I’auto-renouvellement de ces CSE in vitro sont tres
différentes, et donc les études sur une lignée de CSE d’un animal ne sont pas toujours

transférables a un autre.

Les premieres études expérimentales utilisant les CSE visaient a traiter des maladies
dégénératives ou des traumatismes du systeme nerveux central (SNC). La transplantation de
CSEh peut favoriser I'amélioration fonctionnelle, comportementale et morphologique dans des
modeéles animaux mais certaines études rapportent une hyperprolifération de ces cellules et la
formation de tératomes apres la greffe. Pour le traitement des troubles du SNC, un remplacement
neuronal réussi nécessiterait 1’établissement d’une croissance axonale et la formation des
synapses au nhiveau des jonctions neuromusculaires par les cellules greffées. Jusqu'a présent,
seules quelques études ont démontré la mise en place de liens fonctionnels entre les CSE greffées
et les muscles de I'h6te apres transplantation dans des modeles animaux souffrant d’une lésion

aigué des nerfs périphériques (83). L'ingénierie tissulaire a base de CSE n'est pas seulement
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limitée a des troubles du CNS, un certain nombre d'études ont rapporté une reussite de leur
utilisation dans la réparation du cartilage, dans la médecine régenératrice cardiaque, dans la

réparation du nerf périphérique, etc (84-87).
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Figure 14. Dérivation des lignées de CSE humaines et leur pluripotence. Les CSE sont dérivées de la masse
cellulaire interne d'embryons au stade de blastocyste. Quand elles sont maintenues en culture, elles subissent
un auto-renouvellement : prolifération avec maintien de I'état de souche. In vitro, ces cellules sont pluripotentes
du fait de leur capacité a se différencier en n'importe quel type cellulaire issu des trois feuillets embryonnaires
(endoderme, mésoderme, et ectoderme). En théorie, les CSE peuvent étre manipulées pour former n'importe
quel type de cellule du corps humain (79).

b) Cellules souches pluripotentes induites (iPS)

Les cellules souches pluripotentes induites sont issues de la reprogrammation de cellules
somatiques adultes par la surexpression de certains facteurs de transcription. Comme pour les
CSE, les iPS sont capables de se différencier en cellules dérivées des trois feuillets
embryonnaires primaires - l'ectoderme, le mésoderme et I'endoderme. Les iPS ont été
différenciées avec succes vers un phénotype neuronal (motoneurones, neurones dopaminergiques

et cholinergiques), en cardiomyocytes, etc... conduisant a une amélioration fonctionnelle apres
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leur application dans des modéles animaux de maladie de Parkinson, infarctus du myocarde,
AVC, diabete de type | et d'autres pathologies. Cependant, il ne faut pas sous-estimer le risque de
survenue de modifications génétiques dans les cellules du donneur et de I'hdte suite a la
transplantation d’iPS, générées par la transfection d'un vecteur viral. Néanmoins, les iPS sont un
outil extrémement utile pour la recherche fondamentale dans I'étude des différentes pathologies,

ainsi que dans le développement et la mise au point de nouveaux medicaments.

c) Utilisation des CSE et iPS en tant que sources de CE

Les cellules souches offrent I’avantage théorique d’avoir un potentiel de prolifération
¢levé et d’étre relativement accessibles pour 1’ingénierie vasculaire. Plusieurs études portant sur
des modeles vertébrés, principalement des souris et des poissons zébres, ont permis d’identifier
les principales voies de signalisation impliquées dans le développement vasculaire. D’autres
études se sont intéressées a étudier la différenciation des CSE en cellules vasculaires in vitro et a
déterminer les facteurs de croissance et la durée de culture nécessaires pour cette différenciation.
Ces derniéres ont démontré que les cellules souches pluripotentes se sont engagées dans la voie
du mésendoderme et mésoderme en 2-4 jours par I’intermédiaire des interactions coopératives
des voies de signalisation Wnt canonique, Activine/Nodal et BMP4 (bone morphogenetic
protein). L’activine et la BMP4 maintiennent la signalisation de la [-caténine pendant 3 jours
transformant environ 80% des CSE en cellules mésodermique FLK+/CXCR4+, alors que
I’inhibition de la signalisation de BMP4 a complétement aboli 1’induction du mésoderme (88).
Dans une étude plus récente, Singh et al. ont montré que les voies Activine/Smad2,3 et Wnt
canonique augmentent 1’expression des génes mésodermiques tels que EOMES (Eomesodermin)
et MIXL1 («Mix paired-like homeobox ») aprés 2 jours de différenciation (89). Une
différenciation plus poussée du mésendoderme en mésoderme requiert la BMP4 et le maintien de
la voie Wnt. Une autre étude a rapporté que Wnt et Activine/Nodal sont nécessaires pour
I’induction primaire de la différenciation mésodermique, alors que BMP4 a permis le
développement du mésoderme. Des hémangioblastes FLK+/CD117+/CD34+/CD31+ avec un
potentiel érythroide ont été générés dans les 5-8 jours aprés la formation du corps embryoide, et
ce processus a été renforcé par plusieurs facteurs de croissance dont BMP4, bFGF (basic
fibroblast growth factor), Activine, Wnt canonique et VEGF. L’expansion et la différenciation

des hémangioblastes en cellules hématoendothéliales dépendait de la voie VEGF (90). Ces
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hémangioblastes générent un endothélium fonctionnel apres un traitement supplémentaire pour 3

jours par un milieu de différenciation endothéliale (EGM2, onza) (91).

Les CSE humaines ont été différenciées avec succes in vitro en CE. Il a été montré que le
traitement séquentiel des corps embryoides avec BMP4, Activine A, VEGFA et SB431542 (un
inhibiteur de TGFBIIR) a conduit a un fort potentiel de différenciation en CE (92). La co-culture
des CSE sur un tapis des cellules OP9 (cellules stromales issues de cellules de la MO murine,
connues pour aider a la différenciation des CSE en différents lignages telles que les voies
mésodermique, hématopoiétique, endothéliale et cardiomyocytaire) pendant 8 jours a abouti a
des progéniteurs vasculaires qui aprés sélection et culture sur du collagene 1V en présence de
VEGF pourraient se différencier en CE (93). Dans une autre approche, une simple culture en
monocouches des CSE avec du serum permet de les différencier en cellules CD34+ qui aprés
traitement avec du VEFG-A et FGF2 se différencient en CE fonctionnelles (94).

Il est intéressant de noter que les CE dérivées d’iPS humaines ont montré un potentiel de
prolifération limité par rapport a celles dérivées de CSE, ce qui laisse suggeérer que la
reprogrammation en iPS pourrait affecter le potentiel de régénération des cellules vasculaires
différenciées (95).
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Figure 15. Diagramme schématique représentant les voies de différenciation des cellules souches pluripotentes
humaines en cellules endothéliales vasculaires. Les marqueurs positifs et négatifs ainsi que les critéres fonctionnels
specifiques a chaque lignée sont représentés en italique. La durée de chaque étape de différenciation est indiquée en
lettres majuscules. Les études utilisant les méthodes de traitement des corps embryoides, de co-culture stromale ou
la culture en monocouche sont présentées respectivement par des lignes fines, en pointillé et épaisses. FGF: «
fibroblast growth factor », VEGF: « vascular endothelial growth factor », BMP4: « bone morphogenetic protein 4 »,
SCF: « stem cell factor ».

B. CELLULES SOUCHES MULTIPOTENTES

a) Cellules souches néonatales

Au cours des dernieres annees, les cellules souches feetales (CSF) et les cellules souches
isolées du sang de cordon ou de tissus extra-embryonnaires ont émergé comme étant des cellules
intermédiaires entre les CSE et les cellules souches adultes. Les CSF se trouvent dans les tissus
feetaux tels que le sang, le foie, la moelle osseuse, le pancréas, la rate et les reins, et elles existent
également dans le sang du cordon ombilical, et les tissus extra-embryonnaires tels que la gelée de
Wharton, le liquide amniotique, le placenta, le chorion, et I'amnios (96). Leurs propriétés de
primitivité, leur potentiel d'expansion et I’absence de tumorogénicité font de ces cellules une

option prometteuse pour une utilisation en thérapie cellulaire et en ingénierie tissulaire. Alors
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que I’utilisation de cellules souches isolées a partir de tissus extra-embryonnaires ne pose pas de
problémes éthiques, 1’utilisation de celles extraites a partir de tissus de feetus avortés est soumise
a un debat éthique important (97). Jusqu'a récemment, ces cellules étaient considérées comme
multipotentes, mais des études récentes prouvent 1’existence de sous-populations pluripotentes

au sein de certains tissus feetaux et extra-embryonnaires (98).

(1) Les cellules feetales

(i) Cellules souches mésenchymateuses (CSM) des tissus foetaux

Les CSM sont des cellules multipotentes pouvant se différencier en des cellules des
lignées mésodermiques (par exemple: ostéogenique, adipogénique, chondrogénique,
myogéngqiue...). Elles ont été tout d’abord décrites au sein de la moelle osseuse ou elles
représentent entre 0,001 et 0,01% de la population des cellules mononucléées (99). Des cellules
stromales adhérentes avec des caractéristiques similaires ont été aussi isolées a partir d’autres
tissues comme le tissu adipeux, la pulpe dentaire, le muscle, le cerveau, tissus feetaux et extra-
embryonnaires. C’est dans ces deux derniers types de tissus qu’il a été¢ démontré que les CSM
possedent des potentiels de prolifération et de différenciation plus importants que les CSM
adultes (97).

Les CSM isolées des tissus feetaux (sang, moelle osseuse, poumons, foie et pancréas)

partagent des caractéristiques communes :
- morphologie allongée fibroblastique,
- capacité de différenciation standard en ostéoblastes, chondrocytes et adipocytes,

- absence d’expression des marqueurs hématopoiétiques, endothéliaux et les molécules

du complexe majeur d’histocompatibilité¢ humain (HLA) de classe I,
- faible expression des molécules de HLA-II,

- expression de marqueurs tels que CD29 (B1-intégrine), CD73 (SH3 et SH4), CD105
(SH2), CD44 (HCAML1), le marqueur précoce des cellules progénitrices de la moelle
osseuse CD90 (thy-1), et les protéines de la MEC (vimentine, laminine et

fibronectine).
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Contrairement aux CSM adultes de la moelle osseuse, les CSM fcetales issues du sang
feetal du premier trimestre, du foie et de la moelle osseuse (a) expriment les marqueurs de
pluripotence Oct-4, Nanog, Rex-1, SSEA-3, SSEA-4, Tra-1-60 et Tra-1-81, (b) ont une capacité
de prolifération plus importante (30-35h contre 80-100h), et (c) vieillissent plus tard tout en
maintenant un phénotype stable. Ayant une multipotentialité ainsi qu’une capacité de
différenciation plus importantes que les CSM adultes, les CSM fcetales peuvent se différencier
plus efficacement en cellules appartenant aux autres lignées cellulaires (97). Ces cellules
montrent aussi une meilleure migration aprés transplantation, ainsi qu’une meilleure capacité de

régenération que les cellules adultes (83).

(ii)  Cellules souches hématopoiétiques (CSH) des tissus feetaux

Les CSH sont des cellules souches multipotentes qui maintiennent une hématopoiese
fonctionnelle, feetale et adulte, en produisant toutes les lignées hématopoiétiques (100). Elles
sont caractérisées par I’expression des antigénes CD34 et CD45, et I’absence d’expression de
CD38 et de HLA/DR. Durant I’ontogénése, 1’hématopoiése a lieu dans différents sites. Les CSH
migrent de 1’aorte-gonade-mésonéphros (AGM)- zone riche en CSH située le long de 1’aorte
embryonnaire dorsal- vers le foie embryonnaire et puis vers d’autres tissus hématopoiétiques

telle que la moelle osseuse.

Le sang feetal du premier trimestre contient plus de cellules CD34" que le sang de fin de
gestation. Le nombre de CSH circulantes augmente du premier trimestre jusqu’a atteindre un pic
au second trimestre, et cela est di probablement a leur migration du foie feetal vers la moelle
osseuse feetale ou elles déclencheront I’hématopoiése. Certaines CSH subsistent dans le sang du
cordon ombilical et peuvent étre collectées apres 1’accouchement pour une transplantation
allogénique ou autologue. Les CSH du sang feetal proliférent plus rapidement que les CSH du
sang du cordon ombilical et celles issues de la moelle osseuse adulte, et peuvent générer toutes

les lignées hématopoiétiques (97).

(2) Cellules souches des tissus extra-embryonnaires

(i) Cordon ombilical
Le sang et le tissu du cordon ombilical sont des réservoirs de cellules souches

multipotentes. Apres I’accouchement, environ 75 ml de sang ombilical peuvent étre récupérés de
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chaque cordon et contiennent une population hétérogene de cellules, y compris des CSH, des
CSM-CO (cellules souches mesenchymateuses du cordon ombilical), des cellules souches
somatiques, des progéniteurs de plusieurs lignées cellulaires, des progéniteurs endothéliaux et
des tres petites cellules souches embryonnaires-« like ». Les progéniteurs endothéliaux ont été
isolés du sang de cordon en se basant sur les marqueurs de surface CD34+, CD133+,
CD34+/CD133+ et AC133-/CD14+, et leur potentiel angiogénique a été démontré in vivo. Il a
été montré par Pesce et al. que la proportion de cellules CD34+ représente 83% de 1’ensemble
des cellules souches mononuclées du sang de cordon, ce qui laisse suggérer que ce dernier est

une source riche de progéniteurs endothéliaux.

Environ 1.75x10° de CSM peuvent étre extraites a partir d’un gramme de tissu de cordon
et peuvent proliférer sur environ 55 passages. Aprés amplification de 2-5x10° CSM, jusqu’a 10%°
cellules peuvent étre obtenues apres 30 jours de culture ce qui veut dire que les CSM dérivant de
cette sources ont une capacité proliférative trés importante (101). Outre leur potentiel de
différenciation classique en des cellules de la lignée mésenchymateuse, il a été démontré que les
CSM du cordon ombilical (CSM-CO) peuvent se différencier en cardiomyocytes (102),
hépatocytes (103), neurones (104), mais aussi en CE et cellules myogeéniques in vitro. Les
propriétés de ces CSM seront décrites plus particulierement dans le chapitre suivant.

(ii) Liquide amniotique
Le liquide amniotique est un liquide biologique contenu dans le sac amniotique et dans

lequel baigne I’embryon. Une variété de cellules souches ont été isolées a partir de ce liquide :
- Les cellules CD34" (105)

- Les CSM proliférant plus rapidement que les CSM adultes et feetales. Malgré leur
potentiel important de prolifération, ces cellules présentent un caryotype normal

quand elles sont cultivées in vitro et ne forment pas des tumeurs in vivo (106)

- Les cellules c-kit" représentant 1% de 1’ensemble des cellules du liquide amniotique.
Ces cellules expriment les marqueurs des CSE (Oct-4, Nanog et SSEA-4), des
marqueurs des CSM (CD90, CD73 et CD105) et plusieurs molécules d’adhésion
(CD29 et CD44) (107)
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(iii)  Placenta

Le placenta est un organe feeto-maternel impliqué dans le maintien de la tolérance feetale
et permet I’absorption des nutriments et 1’échange de gaz entre la mére et le foetus, et contient
également un grand nombre de cellules souches ou de cellules progénitrices se situant dans le

chorion, ’amnion (tissus feetaux) et le décidua (tissu maternel) (108).

(iv)  Cellules souches feetales en médecine régénératrice

L’utilisation des cellules souches isolées de tissus foetaux, extra-embryonnaires et du sang
du cordon ombilical en médecine régénératrice a augmenté au cours de ces derniéres années.
Toutefois, ce qui est étonnant est que le remplacement des cellules n’est probablement pas le
mécanisme principal par lequel la thérapie cellulaire confere un avantage fonctionnel. Au
contraire, 1’effet bénéfique des cellules transplantées est apporté par leurs effets trophiques
exercés sur les tissus de I’hote. En outre, leur meilleure capacité de prolifération, par rapport aux
cellules adultes, en fait des candidates idéales pour I’ensemencement des « scaffolds » et de

matrices pour des applications en ingénierie tissulaire.

Parmi les applications thérapeutiques des SCF établies en études pré-cliniques, il y a
entre autre : la maladie de Parkinson, I’ischémie cérébrale, 1’infarctus du myocarde, les lésions
pulmonaires, 1’ostéogenese imparfaite, la dystrophie musculaire de Duchenne, la nécrose

tubulaire aigue, la thérapie anti-cancéreuse... (97)

(3) Utilisation des cellules souches néonatales en
ingénierie vasculaire
Il a été montré que le traitement des CSM-CO par du VEGF et/ou bFGF ou EGF
(endothelial growth factor) permet la production de protéines normalement exprimées par les
CE, telles que VWF, eNOS (oxyde nitrique synthase endothéliale), CD31, VE-cadhérine et
VEGFR2. Ces facteurs de croissance ont permis aussi 1’acquisition des caractéristiques des CE,
comme la capacité a incorporer les Ac-LDL (« acetylated low density lipoprotein ») et a former
des réseaux vasculaires une fois ensemencées sur du Matrigel™(109,110). Les CE différenciées
a partir de CSM-CO ont été capables de fomer de néo-vaisseaux apres implantation au niveau de
membres ischémiques chez des souris « nude » (111). En outre, malgré les dommages cellulaires
induits par une condition d’hypoxie aigue, Li et al. ont réccemment démontré que les CSM-CO

ont acquis les propriétés phénotypiques et fonctionnelles des CE (112). La transplantation de CE
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dérivant de CSM-CO accelere la ré-endothélialisation et inhibe 1’hyperplasie intimale aprés une
Iésion vasculaire proposant alors une stratégie thérapeutique efficace pour la prévention de la
resténose apres une revascularisation (113). Trés recemment, Doan et al. ont réussi a différencier
les CSM-CO en CE en les ensemencant sur des surfaces de culture traitées avec de la
fibronectine en présence d’un milieu de différenciation endothélial EGM-2 (Endothelial growth
medium 2). Les cellules sont bien différenciées au niveau phénotypique en exprimant les
marqueurs endothéliaux CD31, VWF, VE-cadhérine, VEGFR1 et VEGFR2, ainsi qu’au niveau
fonctionnel en ayant la capacité d’incorporer le LDL-Ac et de former des structures capillaires
sur Matrigel™ (114).

b) Cellules adultes

En raison de I’absence de critéres de reconnaissance spécifiques, la définition la plus
appropriée d’une cellule souche serait relative a sa fonction. Une cellule souche adulte, dite
somatique pour la distinguer des cellules souches germinales, assure 1’homéostasie en
garantissant un renouvellement constant des cellules et la réparation des tissus tout en maintenant
un réservoir de cellules souches. En d’autres termes il s’agit de pérenniser, chez 1’adulte, la
diversité des compartiments fonctionnels d’un tissu en produisant un large spectre de cellules
différenciées (115). L’auto-renouvellement des cellules souches se fait soit par division
symétrique en donnant deux cellules filles identiques (souches ou différenciées), soit par
division asymétrique en donnant une cellule fille souche et une autre différenciée (figure 16).

Asymmetric cell division

Symmetric cell division

Symmetric self-renewal

Symmetric differentiation
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Figure 16. Maintien de I’homéostasie a travers des divisions symétriques et asymétriques. A priori,
I’homéostasie est assurée par deux types distincts de divisons. Dans une division asymétrique, une cellule
fille reste une CS en s’auto-renouvelant, alors que 1’autre s’engage dans une voie de différenciation. Cette
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division peut avoir lieu soit suite & une ségrégation inégale du matériel génétique, soit en placant une cellule
fille a I’écart de la niche des CS. En outre, aprés une division symétrique, les deux cellules filles subissent le
méme destin et peuvent étre 2 CS (auto-renouvellement symétrique) ou deux cellules différenciées
(différenciation symétrique) (116).

Les cellules souches adultes ou somatiques sont présentes chez I’Homme et 1’adulte et

ont été identifiées dans la plupart des tissus (figure 16). Deux types de tissus existent:

Les tissus a renouvellement rapide : le systtme hématopoiétique, I’intestin et la peau.
les cellules souches y fonctionnent ainsi en permanence pour renouveler les cellules
de la peau (et du systeme pileux), des villosités intestinales et du systeme

hématopoiétique.

Les tissus se renouvelant peu ou pas : cependant, méme dans les tissus quiescents, tels
que le muscle adulte squelettique et le cerveau, les cellules souches y existent. De
telles cellules subissent peu ou pas de divisions durant une hématopoiése normale
mais pourraient répondre efficacement a des stimuli comme [’apprentissage

d’activités par le cerveau ou une Iésion musculaire (117).
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Figure 17. Apercu sur les cellules souches adultes. Les cellules souches adultes sont trouvées dans la plupart des
tissus du corps humain. Deux groupes se distinguent : celles a renouvellement rapide et celles a renouvellement lent.
Dans les tissus a renouvellement rapide, tels que le systéme hématopoiétique, I’intestin, 1’épiderme et le follicule
pileux, les cellules souches sont responsables du maintien de I’homéostasie et de la réparation tissulaire suite a une
Iésion. Les cellules souches se trouvent aussi dans les tissus avec peu ou pas de renouvellement, tels que le cerveau
et le muscle squelettique ou leurs roles seraient, par exemple, la génération de nouveaux neurones nécessaires pour
I’apprentissage d’activités par le cerveau ou la réparation du muscle apres une blessure (117).

Les avantages d’utilisation des cellules souches adultes en médecine régénératrice sont
nombreux dont I’absence de contraintes éthiques, 1’absence de rejet par le systeme immunitaire
si elles sont isolées chez le patient méme et la capacité de générer a partir de ces cellules des iPS.
Elles ont été testées dans un trés grand nombre de maladies donnant des résultats encourageants
(figure 18).
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Figure 18. Utilisations potentielles des cellules souches adultes en médecine régénératrice (118).

(1) Cellules de la moelle osseuse

(i) Cellules mononucléées de la moelle osseuse (CMN-MO)

La fraction de cellules mononucléées de la moelle osseuse peut étre obtenue par un
gradient de densité (Ficoll) et contient une population riche de cellules progénitrices. Ces CMN
forment une population hétérogéne constituée de EPC, CE matures, CSM, monocytes, cellules T
CD4+, cellules T CD8+, cellules B, cellules NK et autres (119). Cette population a été
intensivement exploitée pour le développement de substituts vasculaires en employant 2
méthodologies (figure 19). La premiere méthodologie consiste a cultiver les cellules dans des
conditions spécifiques in vitro, avant ou aprés ensemencement, pour permettre aux progéniteurs
de développer les phénotypes vasculaires avant I’implantation du greffon ; alors qu’il s’agit

d’implanter les cellules sans les différencier dans la seconde méthodologie (120).

En soumettant les CMN-MO a une période de différenciation, il est possible de créer un
substitut vasculaire constitué de CE et de CML imitant un vaisseau sanguin natif. Cho et al, ont
été les premiers a mener cette technique en 2005 qui ont réussi a différencier les CMN-MO en
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CE et en CML puis les ont ensemencées dans des artéres canin décellularisées. Les greffons ont
été cultivés pour une semaine supplémentaire avant d’étre implantés dans ’artére carotide d’un
modele canin. Les greffons sont restés permeéables aprés 8 semaines, alors que les contréles non
ensemencés se sont obstrués. Ces greffons ont montré aussi une régénération tissulaire proche d’
une artere native et les cellules ensemencées marquées étaient toujours présentes (121). Les
études utilisant cette méthodologie se sont ensuite succédées et ont rapporté des résultats

encourageants (122-126).

La seconde méthodologie parait étre plus efficace vu qu’elle ne nécessite pas une étape
de prédifférenciatinous avant I’implantation, ce qui diminue significativement la période
nécessaire pour la préparation du substitut vasculaire. La premiere étude utilisant cette approche
ainsi que la premiere & montrer que les CMN-MO contribuent a I’angiogénése in vivo en se
différenciant en cellules vasculaires (CE et CML) a été ménée par Matsumura et al. Apres
prélévement des vaisseaux sanguins, les CMN-MO ont été marquées par une sonde fluorescente
verte puis ont été ensemencées dans des « scaffolds » polymeriques qui ont été implantés ensuite
dans la veine cave inférieure de chiens. Une analyse immunohistochimique des structures
vasculaires implantées a confirmé que les CMN-MO marquées se sont bien différenciées en CE
et CML (127).
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Figure 19. Deux méthodologies sont employées pour construire des substituts vasculaires a partir des CMN-MO. L une est basée
sur une période de prédifférenciation avant implantation, tandis que 1’autre n’inclue pas cette étape (120).

(ii) Cellules souches mésenchymateuses dérivées de la moelle osseuse : CSM-MO

Une fois ensemencées dans des flacons de culture, la fraction de CSM des CMN va
adhérer au plastique pour former des colonies fibroblastiques, alors que les progeéniteurs
hématopoiétiques n’y adhérent pas et seront ¢liminés au cours des changements de milieu. Les
CSM-MO ont été utilisées avec un polymere de poly (acide L-lactique) (PALL) pour former des
structures vasculaires qui ont été ensuite implantés en tant que greffes d’interposition dans les
arteres carotides chez le rat. Les greffes restent stables pendant 2 mois et montrent un
remodelage important avec des cellules SMA+ dans la couche moyenne et des cellules CD31+
dans la lumiére vasculaire suggérant que les CE de 1’hdte auraient migrer vers les greffes (128).
D’autres études ont eu des résultats semblables (129,130), ce qui laisse dire que contrairement au
CMN-MO, pouvant contenir des progeniteurs endothéliaux, les CSM-MO ont un potentiel de
différenciation endothélial limité, par contre elles semblent stabiliser les structures
microvasculaires générées par les CE recrutées (26). Non seulement les conditions de culture
jouent un role essentiel dans la différenciation vasculaire des CSM-MO, mais les propriétés des

scaffolds utilisés ainsi que les forces mécaniques peuvent avoir aussi d’importants impacts.
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Centolq et al ont créé un scaffold a base d’acide poly (L-lactiques)/poly(e-caprolactone) capable
de relarguer de I’héparine. En ensemengant les CSM-MO dans ces scaffolds, ils ont pu les
differencier en CE (131). Moby et al ont montré que les FMP formés de trois bicouches et demi
de PSS et PAH (en terminant par PAH) favorisent la différenciation des CSM-MO en CE (70).
In vitro, la mise en culture de CSM-MO en présence de VEGF seul (132) ou combiné a une
stimulation mécanique (133) a permis leur différenciation en CE fonctionnelles. Contrdlée par la
voie de signalisation Rho/MRTF, une augmentation de 1’expression de marqueurs endothéliaux
spécifiques a été observée sur les CSM-MO apres une stimulation par VEGF (134). Des études
in vivo utilisant les CSM-MO pour créer des implants vasculaires ont montré des résultats
prometteurs. Parmi ces études, Zhao et al ont différencié des CSM-MO ovins en CE et CML
avant de les ensemencer dans des « scaffolds » décellularisés. Aprés implantation des greffons
chez le mouton, ils sont restés perméables et anti-thrombotiques, formés d’éléments vasculaires

et mécaniquement stables pour 5 mois (135).

(2) Cellules souches du tissu adipeux (CS-TA)

Plusieurs groupes ont indiqué que les CS-TA sont une riche source de CE. En plus de la
population totale de CS-TA, la fraction cellulaire CD34+/CD31- du tissu adipeux viscéral,
glutéal et de 1’abdomen de donneurs humains expriment des marqueurs endothéliaux et
favorisent la vascularisation aprés implantation au niveau de la patte postérieure (136). D’autre
part, des cellules FIk1+/CD31-/CD34-/CD106- dérivées de la fraction stroma-vasculaire (FSV)
peuvent également étre différenciées en CE lorsqu’elles sont cultivées sur des surfaces couvertes
par du Matrigel™ en présence de VEGF et bFGF (137). Il est intéressant a noter que la capacité
de différenciation des CS-TA en CE n’a été affectée ni par I’age du donneur ni par la présence
d’une pathologie vasculaire (138,139). Certaines études ont suggéré la présence d'un progéniteur
commun parmi les CS-TA pouvant se différencier en cellules mésenchymateuses et
endothéliales. Compte tenu de I'nétérogéneité de la FSV, il n'est toujours pas clair si les CE
dérivées des CS-TA se sont différenciees directement ou si elles représentent une population de
progéniteurs endothéliaux au sein de la FSV. Néanmoins, dans I'ensemble, ces études appuient le
fait que le tissu adipeux constitue une source de cellules souches importantes pour la
régenération vasculaire (26). Des applications cliniques des CS-TA sont rapportées dans des
essais cliniques de phases I et Il dans des infarctus du myocarde ou des pathologies vasculaires et

montrent davantage alors un potentiel thérapeutique évident de ces cellules.
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C. CELLULES PROGENITRICES ENDOTHELIALES

Les cellules progénitrices endothéliales (EPC : endothelial progenitor cells) sont des
progéniteurs capables de se différencier en cellules endothéliales. La facilité d’isolement de ces
cellules rend leur utilisation préférable a celle des CE. Les EPC peuvent étre isolées a partir de la
moelle osseuse, du sang periphérique, du sang du cordon ombilical, ou encore a partir de foie
feetal ou de tissu adipeux. L’identification phénotypique des EPC est compliquée en raison de
I’absence d’un marqueur qui leur est spécifique et qui permet de les différencier des cellules
endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVEC : human umbilical vein endothelial cells)
ou des cellules endothéliales circulantes. Ces cellules ont été cependant caractérisées a la base
des differentes méthodes employées pour leur obtention (140-145). La culture des cellules
mononucléées pour des courtes périodes (4-7 jours) permet d’obtenir des EPC dites « précoces »
ayant une morphologie fusiforme. Des EPC «tardives », ayant un phénotype endothélial,
apparaissent apres une culture plus prolongée (7-21 jours). Ce sont ces dernieres qui sont
attribué¢es a des EPC du fait des similitudes qu’elles ont avec les CE. Les EPC expriment trés
faiblement les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I (CMH-I), et
comme les CSM, n’expriment pas les molécules du CMH-11 (146). Ces cellules sont aussi des
cellules d’intérét du fait que les EPC de patients souffrant de maladie coronarienne présentent un
profil de marqueurs, une morphologie et des genes antithrombotiques similaires aux EPC de

sujets sains (147).

Le taux de prolifération et de différenciation des EPC peut étre augmenteé par :
- Deffet de plusieurs facteurs dont la thrombopoiétine (148) et le bFGF (149).
- le cisaillement (150,151)

Les EPC peuvent étre isolées a partir de la moelle osseuse, du sang périphérique, du sang
du cordon ombilical, ou encore a partir de foie feetal ou de tissu adipeux mais ces populations ne
sont pas tout a fait identiques. Les CE obtenues a partir des EPC de sang de cordon ont montré
un meilleur potentiel de prolifération et d’adhésion que les CE générées d’EPC de sang
périphérique (152). Durant la vasculogenése, les EPC de sang de cordon ont été capables de
former des structures vasculaires stables contrairement aux EPC de moelle (153), et elles sont

sept fois plus nombreuses que les EPC du sang peériphérique ; mais 1’avantage de ces dernicres
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est qu’elles peuvent étre mobilisées a partir de la moelle osseuse en utilisant plusieurs cytokines,

hormones, facteurs de croissance et autres (154-157).

De nombreuses ¢tudes ont montré qu’il est possible d’ensemencer les EPC sur divers
matériaux en vue de créer des substituts vasculaires (120). En effet, I’ensemencement des EPC a
permis de former une surface non thrombogénique augmentant la perméabilité du greffon une
fois implanté in vivo. En associant les EPC aux CML, Neff et al ont montré une cellularité
augmentée de la média, de plus importantes capacités contractiles et une expression plus élevée
de I’a-actine et de la chaine lourde de myosine par rapport aux substituts ensemencés seulement
avec les EPC (158). Une autre stratégie consiste a employer des facteurs mobilisant les EPC pour
I’endothélialisation des substituts vasculaires. Cette stratégie est utile car elle n’inclue pas les
étapes de culture et d’ensemencement permettant une formation beaucoup plus rapide du greffon
(159-161).

56



Chapitre 3 : CSM du Cordon Ombilical : Les Nouvelles « Gold Standard » pour les Thérapies a Base de CSM ?

Chapitre 3: CSM du cordon ombilical : les
nouveaux « Gold Standard » pour les thérapies
a base de CSM ?

I. INTRODUCTION

La moelle osseuse contient un pool de cellules stromales multipotentes, qui ont été, en
premier, decrites par Friedenstein et al (162). Ces cellules ont été ensuite isolées a partir d’un
grand nombre de tissus adultes (tissus adipeux, ligament parodontal, peau, pulpe dentaire...),
ainsi qu’extra-embryonnaires (gelée de Wharton du cordon ombilical, placenta, liquide
amniotique...). Les CSM sont des cellules non-hématopoiétiques définies par leur capacité
d'adhérence sur le plastique et par leur capacité de différenciation vers des cellules appartenant
aux lignées mésenchymateuses. Friedenstein a proposé le concept de «cellules souches
stromales», montrant le potentiel des CSM a donner naissance a l'os et I'environnement
hématopoiétique. Plus tard, Caplan a proposé le terme de «cellules souches mésenchymateuses»,
mais le débat continue concernant la nature, I'identité, la fonction, les moyens d'isolement et
également la nomenclature des CSM dans le domaine de la recherche. La Société Internationale
de Thérapie Cellulaire (ISCT) essaie de clarifier au mieux cette controverse en introduisant la
notion de «cellules stromales mésenchymateuses multipotentes». La plasticité et 1’importante
capacité de différenciation en une multitude de types cellulaires, in vitro et in vivo, des CSM ont

suscité un intérét énorme pour leur utilisation potentielle en médecine régénératrice.

D’autre part, les propriétés de régénération des CSM peuvent étre en partie liées a leur
capacité de sécrétion de facteurs trophiques ayant divers effets tels que la modulation des
réactions inflammatoires, la migration vers les sites des lésions, la stimulation de 1’angiogenése...
En fait, les CSM présentent des caractéristiques immunosuppressives trés importantes liées a la
production de facteurs solubles inductibles qui inhibent I’activation des principaux effecteurs de
I’immunité. Les résultats impressionnants des études effectuées chez des patients et des modeles
animaux atteints de la maladie du greffon contre 1’hote (GvHD) (163-168), complication
fréquente et trés séveére de I’allogreffe de CSH, ont confirmé I’intérét de ces caractéristiques.

Depuis, ce potentiel anti-inflammatoire et immunosuppresseur s’est étendu a des applications en
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médecine régénératrice puisque les propriétés de réparation des CSM semblent dependre

étroitement de leurs propriétés immunologiques.

Parmi les diverses sources de CSM, c’est la gelée de Wharton du cordon ombilical qui a
été selectionné pour notre projet pour les avantages qu’elle présente par rapport a d’autres
sources. Dans la revue publiée dans Tissue Engineering en 2014, les différentes propriétés de
CSM-GW telles que leur potentiel de prolifération, leurs profils transcriptomique et protéique,
leur potentiel régénératif via la capacité de différenciation et le secrétome, leurs effets
immunosuppresseurs, angiogéniques ainsi qu’anti-tumorigéniques ont été comparées avec celles
provenant d’autres sources. La derniére partie de la revue exposera différentes applications

thérapeutiques possibles des CSM dans certaines maladies auto-immunes et neurodégénératives.

I1.REVUE
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Due to their self-renewal capacity, multilineage differentiation potential, paracrine effects, and immunosup-
pressive properties, mesenchymal stromal cells (MSCs) are an attractive and promising tool for regenerative
medicine. MSCs can be isolated from various tissues but despite their common immunophenotypic charac-
teristics and functional properties, source-dependent differences in MSCs properties have recently emerged and
lead to different clinical applications. Considered for a long time as a medical waste, umbilical cord appears
these days as a promising source of MSCs. Several reports have shown that umbilical cord-derived MSCs are
more primitive, proliferative, and immunosuppressive than their adult counterparts. In this review, we aim at
synthesizing the differences between umbilical cord MSCs and MSCs from other sources (bone marrow,
adipose tissue, periodontal ligament, dental pulp,...) with regard to their proliferation capacity, proteic and
transcriptomic profiles, and their secretome involved in their regenerative, homing, and immunomodulatory
capacities. Although umbilical cord MSCs are until now not particularly used as an MSC source in clinical
practice, accumulating evidence shows that they may have a therapeutic advantage to treat several diseases,
especially autoimmune and neurodegenerative diseases.

Introduction

MESENCHYMAL STROMAL CELLS (MSCs) are attractive
cells due to their capacity of long-term ex vivo pro-
liferation, multilineage differentiation potential, and immu-
nomodulatory properties. These cells were first identified
and isolated from the bone marrow (BM) and have emerged
as powerful tools in tissue engineering and regeneration.' Al-
though adult BM is the most common and best-characterized
source of MSCs, Wharton’s jelly (WJ) of the umbilical cord
provides a novel source of MSCs with higher accessibility
and fewer ethical constraints than BM holding great promise
as an alternative. WJ in an extra-embryonic tissue that is
easily obtained after birth, and it has initially been described
by Thomas Wharton in 1656.> While the isolation of MSCs
from BM requires an invasive procedure for the donor,
MSCs can be noninvasively isolated from WJ.*> These WI-
MSC:s are believed to be more primitive than MSCs derived
from more mature tissue sources and to have intermediate
properties between embryonic and adult stem cells.* More-
over, WJ-MSCs are available in potentially large quantities,
have a fast proliferation rate, a great expansion capability,
do not induce teratomas, and harbor strong immunomodu-
latory capacities.>®

In this review, we will focus on the similarities and dif-
ferences between WJ-MSCs and MSCs from other sources
with regard to their proliferation, their surface markers, and
their transcriptome profiles. The controversy between their
paracrine effects and trans-differentiation potential will be
discussed. In addition, we will particularly highlight their
roles as (a) immunomodulators and the mechanisms in-
volved in their immunosuppressive properties, as (b) anti-
tumor agents, (c) migratory curative cells with (d) a special
emphasis on their clinical and therapeutic applications in
autoimmune and neurodegenerative diseases.

Main Features of WJ-MSCs
Isolation methods

Isolation of MSCs from W1J requires complex processing.
Many isolation and expansion protocols have been demon-
strated for a fast and efficient ex vivo generation of large
quantities of cells. Currently, ‘“‘enzymatic digestion’ and
“tissue explant” are the two types of methods used for the
isolation of WJ-MSCs.”

Those based on enzymatic digestion have mainly used
collagenase alone or in combination with other enzymes

!CNRS UMR UL 7365, Batiment Biopole, Faculté de médecine, Vandceuvre-les-Nancy, France.
2CHU de Nancy, Unité de Thérapie Cellulaire et Tissus, Vandeeuvre-1&s-Nancy, France.

*Both authors contributed equally to this work.
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(e.g., trypsine, hayluronidase) and were performed with
or without the dissection of the umbilical cord into small
pieces and with or without removing the blood vessels.®
Recently, Han et al. have suggested that using 0.2% colla-
genase II at 37°C for a digestion of 16-20h is an effective
and simple enzyme digestion method.” Other groups have
found that enzymatic digestion can alter cell population
and function and, thus, have developed explant approaches
without using any enzyme and taking advantage of the
ability of MSCs to migrate from the tissue to adhere on the
plastic.g’lo Hua et al. have, very recently, compared three
explant and three enzymatic methods with regard to time of
primary culture, cell number, cell morphology, immune
phenotype, and differentiation potential of WJ-MSCs. They
have shown that the 10 mm-size tissue explant method was
the optimal protocol for the isolation of MSCs.'!

Morphology and proliferation capacity

WI-MSCs cultured in vitro shared a similar fibro-blastoid
shaped morphology to BM, amniotic fluid (AF), or teeth and
periodontal ligament (PDL)-MSC.'*!?

The proliferation capacity of cells is important regarding
their application potential in cell therapy and tissue engi-
neering. WJ-MSCs proliferation capacity seems to be dif-
ferent from other sources MSCs. Indeed, for instance, Yu
et al. have shown that over a period of 7 days after seeding,
WI-MSCs grew much faster than PDL-MSC and had a cell
doubling time of 22.23h against 27.51h for PDL-MSC."
Compared with BM-MSCs, WJ-MSCs grow much faster for

EL OMAR ET AL.

the early passages and have a cell doubling time (24 h) almost
twice shorter than BM-MSCs (40h) over the Ist passage.
These observations were confirmed by Abu Kasim et al
showing that WJ-MSCs and dental pulp-mesenchymal stem
cells (DP-MSCs) were highly proliferative as compared with
BM and adipose tissue (AT)-MSCS.15 Furthermore, WJ-MSCs
have a greater ability to form colony-forming unit-fibroblasts
colonies in vitro than BM-MSCs, and their formation’s fre-
quency depends on seeding cell density.*'®

Other studies focusing on DP-MSCs showed that cells
from both sources (WJ and teeth) initially grew slowly but
their proliferation rates were increased after the first sub-
culture.'” However, WJ-MSCs growth is influenced by the
number of culture passages in vitro, as amplifying these
cells until passage 10 will result in a slower cell growth
compared with the same cell culture at passage 5.'°

A very recent study has evaluated the proliferation ki-
netics and phenotypic characteristics of MSCs derived
from WJ and AT during prolonged in vitro expansion and
found that WJ-MSCs were isolated with a high efficiency
and bore a substantially increased proliferation capac-
ity; whereas AT-MSCs exhibited a reduced proliferation
potential showing typical signs of senescence at an early
stage.

Marker expression at protein level

A large number of studies have analyzed the surface
markers of WJ-MSCs and compared their expression pro-
files with other sources of MSCs such as BM, teeth, or AF.

TABLE 1. PHENOTYPIC PROFILE OF WJ-MSCs COMPARED WITH MSCs FROM OTHER SOURCES

WJ-MSCs markers Compared with [] References
Positive: CD29, CD105, HLA-ABC, Oct-4, [AF-MSCs] 18
Gata-4, Cx43, a-actin, cTnt Similar marker expression except Oct-4: ~25% for
Negative: CD34, HLA-DR WI-MSC vs. ~51% for AF MSC
Positive: CD44, CD13, CD56, CD61, CD73, [dental pulp of milk and adult wisdom teeth-derived 17
CD105, CD90, CD166, CD29, HLA-ABC, MSCs]
CD59 Similar marker expression
Negative: HLA-DR
Positive: CD73, CD105, CD90, [PDL-MSCs] 14
Negative: CD34, HLA-DR, CD45, CD19, Similar marker expression
CDl11b
Positive: CD68 [promyelocytic cell line (HL-60): known to express 20
Negative: CD34, CD45, CD163 CD68
Similar level expression
Positive: CD13, CD29, CD44, CD105, [Bone marrow MSCs] 13,16,21
CD106, CD73, CD166, HLA-ABC, CD90 Similar marker expression except:
Negative: CD14, CD34, CD38, CD45 CD31, e CD106: WI< < <BM
HLA-DR e HLA-ABC: WJ< <BM
Positive: CD105, CD146, CD73, CD90 [human MSCs from: tibial plateau (TP), trabecular 22
Negative: CD14, CD34, CD31, CD45, CD3 bone, iliac crest (IC), BM, and WJ umbilical cord]
Similar level expression for all markers except CD46
(twice more expressed for IC than for WJ and TP)
Positive: CD44, CD73, CD105, CD90, [Adult and fetal bone marrow (aBM-MSCs and fBM- 23

CD106, CD29, vimentin, laminin, Oct-4,
Nanog,
Negative: CD34, CD14, CD45, CD31, vWF

MSCs) and adipose tissue-derived MSC (AT-
MSCs)]

Similar marker expression except Oct-4 and Nanog
expressed only by BM-MSCs and WJ-MSCs

AF, amniotic fluid; AT, adipose tissue; BM, bone marrow; IC, iliac crest; MSCs, mesenchymal stromal cells; PDL, periodontal ligament;

TP, tibial plateau; WJ, Wharton’s jelly.
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The following table summarizes the phenotypic profiles of
these MSCs mentioned in the literature (Table 1).

WIJ-MSCs, such as MSCs from other sources, positively
express the classical mesenchymal surface markers. How-
ever, Table 1 highlights the differences in the expression
levels of other markers:

e Unlike BM-MSCs, WJ-MSCs weakly expressed en-
doglin (SH2, CD105) and CD49e at passage 8.

e WIJ-MSCs and AT-MSCs expressed CD106 at much
lower levels than BM-MSCs.

* In comparison with BM-MSCs, HLA-ABC is very
weakly expressed by WJ-MSCs, suggesting that these
cells could be good candidates for allogeneic cell
therapy.

Transcriptomic profile

Emerging data have compared the transcriptomic profile
of WJ-MSCs with MSCs from other sources. The fol-
lowing table gives an overview of the main comparisons
(Table 2).

Some studies showing a high expression of embry-
onic genes such as LIFR, ESGI, SOX2, TERT, NANOG,
POUFI, OCT4, LIN28, DNMT3B, and GABRB3 by WJ-
MSCs suggest that W] could be a more primitive source
of MS(Cs.*0-24-26 Furthermore, as shown in Table 2, WJ-
MSCs express genes encoding for proteins that are asso-
ciated with morphogenesis: SHH, neuregulin-1 and 4,
SNA2, and WNT4.%

WJ-MSCs, compared with MSCs from other tissues,
differentially express genes involved in bone develop-
ment. Transcription factors involved in osteoblast differ-
entiation such as RUNX2 were found to be expressed at
comparative levels in BM-MSCs, skin-MSCs, AT-MSCs,
and WJ-MSCs. However, Table 2 shows that skin-MSCs are
characterized by a significantly increased expression of
genes (BMP4, BMP2) that are associated with bone and
cartilage development in comparison to the other MSCs.

WJ-MSCs reveal an important expression of genes in-
volved in liver and cardiovascular development. The tran-
scriptomic profile of WJ-MSCs and AF-MSCs reveals the
basal expression of several mature myocardial genes: GATA-
4, ¢-TnT, and Cx43, which could be associated to the potential
of differentiation into myocardial cells. Interestingly, a high
expression of genes encoding for GATA-binding protein 6
(GATA®6), heart and neural crest derivatives expressed 1
(HANDI), inflammatory cytokine-induced intercellular ad-
hesion molecule 1 (ICAMI), and vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM1) was detected in WJ-MSCs (Table 2).
WI-MSCs were also shown to express genes involved in
cardiovascular system development, including angiogenesis,
cardiogenesis, endothelial cell (EC) development, and vas-
culogenesis (Table 2). In addition, other genes involved in
cardiovascular development, including endoglin (ENG),
GJAI, VCAMI, and GATAG6, were significantly increased in
BM-MSCs.*®

The trancriptomic profile also reveals that WJ-MSCs have
a significantly increased expression of genes (AFP, DKKI,
DPP4, and DSG2) which are associated with liver devel-

opment compared with BM-MSCs, AT-MSCs, and skin-
MSCs.

WJ-MSCs express genes involved in neural develop-
ment. WIJ-MSCs and DP-MSCs revealed a high expres-
sion of the neuro-ectoderm lineage markers.'> De Kock
et al. have studied the whole gene expression profiles of
four human mesoderm-derived stem cell populations: AT-
MSCs, BM-MSCs, skin-MSCs, and WJ-MSCs. They have
shown differences in gene expression between distinct
stem cell types. Skin-MSCs predominantly expressed
genes involved in neurogenesis (NES), skin, and bone
(RUNX2, BMP4).*®

Such a transcriptomic profile reveals a closer proximity
between WJ-MSCs and BM-MSCs than between other
combinations. Considering the genomic profile of WI-
MSCs, WJ may be considered a reliable source of MSCs
useful not only in cardiovascular regenerative medicine®’~!
but also in neurodegenerative diseases. The latter will be
discussed in the last part of the review.

Regenerative role of MSCs: differentiation potential
versus secretome

A summary of the various comparisons between sources
of MSCs that have been already described in the literature is
shown in Figure 1.

WIJ-MSCs differentiate into adipocytes slower than BM-
MSCs.? Bai et al. have shown that AF-MSCs and WJ-MSCs
could differentiate into myocardial-like cells with an im-
portant expression of myocardial genes such as GATA-4, c-
TnT, a-actin, and Cx43 after myocardial induction.'®

More recently, Chen et al. have worked on in vitro dif-
ferentiation analysis of MSCs isolated from DP and WI.
They have shown that MSCs isolated from both sources ex-
hibited the capacity to differentiate into osteoblasts, chon-
drocytes, and adipocytes. However, they have noted some
differences in their differentiation potentials. DP-MSCs and
WI-MSCs had a similar potential for osteogenic differentia-
tion, but the chondrogenic and adipogenic differentiation
potentials of WJ-MSCs were more important than those of
DP-MSCs.” Meanwhile, according to Zhang et al., fetal
human BM-MSCs have the highest potential of in vitro
monolayer osteogenic differentiation, come after human WJ-
MSCs, human adult BM-MSCs, and then AT-MSCs.? Baksh
et al. have found similar results as the previous study when
comparing the in vitro differentiation potentials of WJ-MSCs
and BM-MSCs.**

Jo et al. have studied the in vivo osteogenic differentia-
tion, in a rat model, of human MSCs isolated from differ-
ent sources. No differences were detectable in osteogenesis
between adult AT-MSCs, BM-MSCs, and WI-MSCs.*
Controversial results have been described by Zhang et al. In
fact, after a subcutaneous implantation of MSCs scaffolds in
mice, better results were obtained with scaffolds elaborated
with human fetal and adult BM-MSCs than those con-
structed with WJ-MSCs and AT-MSCs.> Differences in the
results between the mentioned studies are probably due to
the different experimental conditions. This explains that
MSC:s of various tissue origins have specific characteristics
of differentiation or require different conditions for os-
teoinduction.
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FIG. 1. Differentiation potential of WJ-MSCs compared with MSCs from other sources. This figure shows differences in the

differentiation potential of MSCs from many sources toward a specific cell type, which is indicated by + + +, + +, +, —, and
ND corresponds to a nondetermined comparison. For example, PDL-MSCs have the greatest potential to differentiate into
chondrocytes, while DP-MSCs have the lowest differentiation potential toward this type of cells. DP, dental pulp; WJ-MSC,
Wharton’s jelly-mesenchymal stromal cell. Color images available online at www liebertpub.com/teb

Very recently, Yu et al. have shown that WJ-MSCs are
not good alternatives for periodontal tissue generation
compared with PDL-MSCs which have a much better osteo/
dentinogenic differentiation potential.'*'* Various studies
have demonstrated the capacity of WJ-MSC:s to differentiate
into pancreatic islet-like cells.*6*8 Kim et al. have compared
this potential with other sources of MSCs and did not show
significant differences between BM-MSCs and AT-MSCs.*®

Some authors have focused on the application of MSCs in
vascular engineering and more particularly their capacity to
differentiate into EC, or to acquire pericyte markers when
co-culturing with EC. Chen et al. were pioneers in studying
the endothelial differentiation potential of BM-MSCs and
WIJ-MSCs. Both sources of MSCs were able to differentiate
into EC but WJ-MSCs appear to have a greater differenti-
ation potential, as derived EC-like exhibited a higher ex-
pression of endothelial markers.’

For a long time, it has been considered that the regen-
erative potential of MSCs is due to their plasticity and
differentiation capacity. However, the direct link between
their differentiation potential and their beneficial effects has

never been proved. Indeed, recent studies suggest that the
benefits of MSCs transplantation may be associated to a
paracrine modulatory effect rather than the replacement of
affected cells, at the site of injury, by differentiated stem
cells.*° Emerging data suggest that stem cells could be
then considered as a reservoir of trophic factors which are
released when needed to modulate and repair surrounding
damaged tissues, which leads to a paradigm shift in regen-
erative medicine. Understanding the cell secretome has at-
tracted much attention, and it has been demonstrated that
trophic factors could have many effects such as modula-
tion of inflammatory reactions, immunomodulation, anti-
apoptotic and pro-angiogenic capacities, and many others
(reviewed in Doorn et al.>"). Vallone et al. have highlighted
in their review the exact mechanisms that would lead MSCs
to damaged tissues after transplantation, where they will
exert their remedial actions.’” Katsuda er al. have also de-
scribed a possible therapeutic mechanism of AT-MSCs, in
Alzheimer disease, through a paracrine pathway. Vesicules
secreted by these cells could carry soluble factors that may
treat this pathology. Results of this study will be discussed
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in the final part of this review. Therapeutic effects of BM-
MSCs in regenerative medicine (heart disease for example)
through paracrine/autocrine mechanisms have been re-
viewed by Pourrajab et al.>®

The controversy between the implication of the differ-
entiation potential and the paracrine mechanisms of MSCs
in their beneficial therapeutic actions is shown in Figure 2.

During the next few sections of this review, we will
highlight the effects of WJ-MSCs secretome involved in
many processes such as immunomodulation, homing to
damaged tissues and others.

WJ-MSCs as Immunoprivileged Cells
Immunological features of MSCs

In the last decade, MSCs have gained considerable atten-
tion as candidates for tissue engineering, as modulators of
immune responses in graft-versus-host disease, and as au-
toimmune dise:ases,54 as these cells, once administered
therapeutically, may be able to evade the immune system of
the host. They are currently being assessed as a novel anti-
inflammatory therapeutic agent in numerous clinical trials.>
Two outstanding features of MSCs are relevant to their
immunomodulatory effects:

Immunosuppression. MSCs-mediated immunosuppres-
sion describes the fact that MSCs are able to suppress sev-
eral functions (proliferation, production of soluble factors,
and cellular cytotoxicity) exerted by diverse immune cells
such as T-, B-, and natural killer (NK) cells. It has been
shown that immunosuppression is mediated by both cell-
cell contact and paracrine signals via soluble factors.

Immunoprivilege. MSCs themselves are somehow pro-
tected from immunological defense mechanisms.>® Indeed,
MSCs lack expression of major histocompatibility complex
(MHC) class 11, giving MSCs the potential to escape recog-
nition by alloreactive CD4 " T cells but express MHC Class I
molecules. This expression enables them to escape from NK
cell lysis, In addition, MSCs do not express co-stimulatory
molecules required for effector T-cell induction.””

Even if BM-MSCs, considered the gold standard in MSC
therapy, and UC-MSCs share many similarities, emerging
data suggest that WJ-MSCs could be less immunogenic than

MSCs
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BM-MSCs, making them a good candidate for allogeneic
transplantation.

MSCs-mediated immunosuppression

MSCs show an absence or a low expression of MCH class
IT and co-stimulatory molecules, so they can be considered
immunoprivileged cells, but they also interfere with differ-
ent pathways of the immune response.”® Their ability to
modulate the immune system was first recognized after the
fact that they could evade immunosurveillance after cell
transplantation.”® Especially, human MSC populations such
as BM-, AT-, or UC-derived MSCs selectively alter immune
cell function by suppressing T-cell proliferation, B-cell
proliferation, and terminal differentiation,60 inhibiting NK
cell proliferation and cytotoxicity, steering monocytes and
dendritic cells (DCs) to an immature DC state.®!

MSCs and immune cell population. Adaptive immunity:

MSCs and T cells: T cells recognize antigens and are
critical for cell-mediated immune response. They mature
within the thymus into one of different subtypes with di-
verse roles. These cells are involved in the maintenance of
self-tolerance, activation of other lymphocytes, lysis of in-
fected cells, and interaction with cells of the innate immune
system.

Currently, interactions of MSCs with T cells have been
extensively studied. Graft versus Host Disease models
presented the first evidence that MSCs can regulate immu-
nosuppression in vivo.°> MSCs could reduce allograft re-
jection, which is partly mediated by T cells.®*** Shortly
afterward, T-cell immunosuppression mediated by MSCs
was demonstrated in vitro. MSCs probably inhibit, via their
induced or constitutively expressed secreted factors,
T-lymphocyte activation and proliferation induced by mi-
togens and alloantigens®>~®® as well as T-cell activation with
CD3 beads.®**® MSCs have been shown to equally inhibit
CD4*, CD8", CD2", and CD3" subsets.”” In addition,
T-lymphocytes inhibited by BM-MSCs do not enter apo-
ptosis, as they actively proliferate on re-stimulation with
cellular and humoral activators.”> Many other studies have
shown the ability of BM-MSCs to induce the expansion of
functional regulatory T cells (Tregs).””’" Recently, it has
been shown that adhesion molecules ICAM1 and VCAMI1,

FIG. 2. Summary of the potential
therapeutic roles of MSCs. Beneficial
effects of MSCs have been attributed
to their differentiation potentials.
However, attention has been shifted to
their paracrine effects (via vesicles
and soluble factors) rather than their
plasticity. The role that MSCs will
play is determined by the microenvi-
ronment where they reside. MSCs,
mesenchymal stromal cells. Color
images available online at www

1 .liebertpub.com/teb
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which are required for a direct adhesion of MSCs to T
cells, are critical for subsequent MSC-mediated immuno-
suppression, and are inducible by the parallel presence of
interferon-gamma (IFN-y) and inflammatory cytokines.”?
Another possible mechanism underlying the BM-MSC-
mediated suppression of T cells is to prevent their entry into
the S phase of the cell cycle by mediating irreversible
GO/G1 phase arrest through the inhibition of cyclin D2 ex-
pression.®””’”® Similarly, it has been shown that the addition
of DP-MSCs to phytohemagglutinin-stimulated T cells
mediated an inhibition of their response.74 Increased ex-
pression of immunodulatory soluble factors (hepatocyte
growth factor [HGF]-B1, ICAM-1, IL-6, IL-10, trans-
forming growth factor-B1 [TGF-B1], VCAMI, and vas-
cular endothelial growth factor (VEGF)) secreted by
human DP-MSCs was detected in a co-culture system with
decreased expression levels of some pro-inflammatory
cytokines and increased levels of some anti-inflammatory
ones. Induction of Treg markers by human DP-MSCs
was also demonstrated.”” A very recent study has examined
the in vivo and in vitro immunomodulatory effects of
human supernumerary tooth-derived mesenchymal stem
cells (SNT-MSCs). It has been shown that, in in vitro co-
cultures, these cells suppressed the viability of T cells and
also the differentiation of Th17 cells. In vivo transplanta-
tion of SNT-MSCs in systemic lupus erythematosus model
MRL/Ipr mice suppressed increased levels of peripheral
Th17 cells and IL-17 as well as ex-vivo differentiation of
Th17 cells.”®

Fetal MSCs have been reported to have similar inhib-
itory effects on T-lymphocytes. It has been shown that
mitogen-induced T-cell proliferation in an allogeneic
model transplant, as well as in a xenograft model, was
effectively suppressed by WI-MSCs with levels compa-
rable to BM-MSCs immunosuppression.”’ In addition,
IFN-y and/or tumor necrosis factor-alpha (TNF-o) pro-
duced by activated T cells stimulate the production of
indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) by MSCs, which, in
turn, inhibited T-cell proliferation.”® Tipnis er al. have
reported that the expression of B7-HI1, a negative regu-
lator of T-cell activation constitutively expressed by WJ-
MSCs, is increased after IFN-y treatment. In addition,
IFN-y treatment induced IDO secretion by WIJ-MSCs,
which inhibited T-cell proliferation.”® These results were
confirmed very recently by Manochantr et al. showing
that MSCs from amnion, placenta, and WJ can potentially
substitute BM-MSCs in several therapeutic applications.
Indeed, these cells inhibited alloreactive T-lymphocytes
in the mixed lymphocyte reaction in a similar degree as
BM-MSCs.*

MSCs and B cells: The reasearch on T-cell immunosup-
pression mediated by MSCs has attracted most of the at-
tention in clinical applications and has been widely studied.
However, B cells and humoral immune responses are more
and more known as important mediators of chronic allograft
rejection. Indeed, data about the influence of MSCs on B
cells growth, differentiation, and production of immuno-
globulins (Ig) are still scarce and controversial.®!

B cells play an essential role in adaptive immunity. These
cells develop in the BM strictly after a close interaction
between B-cell progenitors and stromal cells that produce
cytokines which are capable of supporting B-cell survival

EL OMAR ET AL.

and proliferation.®? They are directly responsible for the
humoral immune response via the secretion of antibodies
against pathogenic or foreign antigens. A subset of B lin-
eage differentiates into memory B cells, which can medi-
ate a rapid response on secondary exposure to that same
antigen.

Corcione et al. demonstrated that BM-MSCs inhibited the
proliferation of B cells and signiﬁcantly decreased the
production of IgM, IgG, and IgA®; the same effect has been
reported by Che er al. showing that UC-MSCs significantly
suppressed the proliferation, differentiation, and immuno-
globulin secretion of B cells in vitro.* To understand the
results of Che er al., it is essential to know that “B-
lymphcote-induced matruration protein-1"" (Blimp-1), ““X-
box binding protein-1"" (Xbp-1), “B-cell lymphoma-6’
(Bcl-6) and “‘paired box gene-5" (PAX-5) are known as the
main regulators of B-cell differentiation to immunoglobulin-
secreting cells. PAX-5 and Bcl-6 are required to keep B-cell
phenotypes. Blimp-1 inhibits the expression of both PAX-5
and Bcl-6 in order to let B cells differentiate. BCR signaling
involves the MAPK signaling pathway and increases the
transcriptional activity that is mediated by the transcription
factor activator protein-1 (AP-1), which leads to Blimp-1
expression. Che et al. have shown a suppression of Blimp-1
expression and an induction of PAX-5 in the co-cultures of
UC-MSCs and B-cells. Thay have also found that Akt and
p38 MAPK were inhibited by WJ-MSCs.**

However, these results have been contradicted by other
groups. Rasmusson et al. have shown an increase of B-cell
immunoglobulin secretion when co-cultured with BM-
MSC:s; this effect varied depending on the type of stimulus
used to trigger B cells.®> Likewise, Traggiai er al. have
reported that BM-MSCs could promote B-cell expansion
and differentiation after treatment with an agonist of Toll-
like receptor 9.%¢ A recent study has demonstrated that UC-
MSCs promoted proliferation and differentiation of B cells
both in vitro and in vivo partially through prostaglandin E2
(PGE2) axis.

Contradictions in the effects of MSCs on B cells could be
associated to the differences in the B-cell source, the manner
of their purification and stimulation, the culture conditions,
and many other factors. However, the microenvironment
plays a decisive role in determining the role that the MSCs
will play.

Innate response:

MSCs and NK cells: NK cells are major effector cells of
innate immunity, because they lack antigen-specific cell
surface receptors.’” They mediate antibody-dependent cel-
lular cytotoxicity as well as “‘spontaneous’ killing of in-
fected or transformed cells through the release of perforin
and granzyme from cytotoxic granules.®®

MSCs and NK cells have been shown to interact in vitro.
The outcome of this interaction may depend on the state of
NK-cell activation and/or the cytokines present in the cul-
ture medium. IFN-y-activated MSC-escaped NK cells me-
diated lysis through the induction of HLA-E and NK
inhibitory ligands.*>"*° Previous studies have indicated that
cytokine-induced proliferation of NK cells leads to the
up-regulation of HLA class I on MSCs.” In response to this
up-regulation, HLA class I molecules, including human
leukocyte antigen-G5 (HLA-GS), expressed by MSCs, bind
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to the inhibitory receptor ILT2 expressed on NK cells.”!
Furthermore, other studies have shown that the suppression
of NK cell functions is mediated by a down-modulation of
some activating NK cell receptors (NKp30, NKp44, and
NKG2D) and by the inhibition of NK cell lytic granule
formation.”> There is growing evidence that IDO, PGE2,
and TGF-B1 may control MSC-mediated inhibition of NK-
cell function.”

Boissel et al. evidenced that NK cells had a higher
expansion when cultured with allogeneic and autologous
WI-MSCs as feeders in the presence of NK growth factors.
WI-MSCs feeders were rejected during the first week of co-
culture. Expanded NK cells maintained an elevated cytotoxic
profile and may be genetically manipulated.®® In a recent
study, Zhao et al. have been interested in elucidating the
effect of UC-MSCs on NK cell-mediated cytotoxicity against
DCs and the mechanism involved. They found that UC-
MSCs can enhance this effect possibly by inhibiting DCs
maturation and up-regulating the ligands for killer activator
receptor on the surface of the DCs.”* When comparing the
immunosuppressive activity of MSCs derived from UC, AT,
and BM on lymphocytes, Ribeiro et al. have shown that all
the three types of MSCs exhibited a strong inhibitory effect
on CD56%™NK cell subset activation (cytotoxic NK cells).
UC-MSCs were the only cells that were unable to inhibit the
activation of CD56° 8" NK cell subset (a subset that has the
capacity to produce abundant cytokines after activation but
has a low natural cytotoxicity). Among all these MSCs, AT-
MSCs had a higher inhibitory capacity. A down-regulation
of perforin and TNF-« ARNm by MSCs from the three
sources was observed, while only AT- and BM-MSCs in-
duced a minor reduction of granzyme B ARNm.”

Mesenchymal
Stem Cells

MSCs and DCs: DCs play a key role in the initiation of
primary immune responses and tolerance, depending on the
activation and maturation stage of DCs. Locally produced
inflammatory cytokines or microbial components promote
the maturation of DCs from a processing to a presenting
stage, characterized by the up-regulation of MHC-class II
and co-stimulatory molecules (CD80 and CD86), production
of IL-12, and migration to lymphoid tissue. DCs maturation
is a prerequisite to induce immunogenic T-cell responses,
whereas tolerance is observed when antigens are presented
by immature or semi-mature DCs. Therefore, DC matura-
tion plays a key role in initiating T-cell responses.

BM-MSCs were shown to block the generation of func-
tional antigen-presenting cells, including myeloid DCs from
both monocytes and CD34™ cell precursors.”®*® Most re-
sults supported the notion that DCs at early stages of dif-
ferentiation are sensitive to their inhibitory effects, while at
later stages, they are resistant. However, WJ-MSCs in-
hibited DC maturation and activation even when the contact
happended during the mature or immature stage. Both cell
contact via surface ligands (B7H1) and soluble factors
(IDO) enhanced the efficiency of suppression.”’ Very re-
cently, Saeidi et al. showed that UC-MSCs and BM-MSCs
strongly inhibited the differentiation and maturation of DCs
with a more inhibitory effect on CDla, CD83, CD86 ex-
pression, and DC endocytic activity. These cells also se-
verely up-regulate CD14 expression. Results have indicated
that UC-MSCs and BM-MSCs exerted their inhibitory effect
on differentiation, maturation, and function of DCs through
the secreted factors and free of any cell-to-cell contacts.®”

Immunomodulatory properties of WJ-MSCs in innate and
adaptive responses are resumed in the figure given next (Fig. 3).

FIG. 3. Immunomo-
Growth factors dulatory effects of the WIJ-
Chemokines MSCs on innate and adap-
Cytokines tive immunity. The effects

can be summarized as fol-
lows: inhibition of the mat-
uration and activation of
dendritic cells as well as the
proliferation of T cells, ac-
tivation of the expansion

Maturation CD56%™NK Activation Proliferation Proliferation and cytotoxicity of NK
Activation And Cytotoxicity Differentiation cells. Effects of WJ-MSCs
A PAX-5 on B cells are still contra-
3 CD1a, CD83,CD86 3 TNF-a ARNm A PGE2 | —Blimp-1, AB7-H1 dictory; they can stimulate
A Akt, | or block the proliferation
CD14 3 Perforin ARNm p38MAPK A~ Ibo and differentiation of B
cells and the secretion of
immunoglobulin (Ig). NK,
\ \x 4! natural killer; WJ, Wharton’s
S / _ jelly. Color images available
%‘ " ﬁa online at www.liebertpub
- m _ .com/teb
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MSCs and immumodulatory paracrine factors. Multiple
reports have evidenced, first in vitro and then in vivo, the
ability of MSCs to express molecules that interact with both
innate and adaptive immunity, both through soluble fac-
tors®>!% and in a cell contact-mediated fashion probably
through the interaction of membrane receptors, adhesion
molecules, or the cellular exchange of membrane vesi-
cles.'® It is still a matter of debate whether the regulatory
effects are cell-to-cell contact -dependent, or whether solu-
ble factors are sufficient.'”> The MSCs immune modulating
effects will also depend on the ratio between MSCs and
immune cells, and the state and stage of immune cell acti-
vation or maturation. Several factors that contribute to the
MSCs-mediated effects have been identified, in particular
growth factors, cytokines, chemokines, and hormones, all of
which exert paracrine effects on immune cells and enable
homing, migration, and their attachment to injured cells.
Soluble factors implicated in MSCs-mediated immune
modulation include nitric oxide (NO), indoleamine 2,3-
dioxygenase (IDO), heme oxygenase (Hmox1), secretion of
anti-inflammatory cytokines such as IL-10, TGF-B, HGF,
IL-6, and PGE2.°%7%-103-104 A stydy comparing the immu-
nomodulatory properties of MSCs derived from many
sources showed that despite their similar cytokine profiles,
WIJ-MSCs only secrete IL-12, IL-15, and platelet-derived
growth factor-AA (PDGF-AA). They did not secrete VEGF
similar to other adult MSC sources.”® The precise meaning
of these differences, however, needs to be understood in
WI-MSCs/immune cell co-cultures.'®

Specialized immune tolerance implicated at the maternal-
fetal interfaces depends on the expression of many mole-
cules, including galectin-1, B7 proteins, HLA-G,'O(’ and the
expression of immune suppressive cytokines such as leu-
kemia inhibitory factor (LIF).IW’108 Since WJ-MSCs are
isolated from a peri-natal source, they could exhibit immune
evasion mechanisms that are dominant at the fetal-maternal
interface. In fact, Najar et al. showed that higher constitu-
tive as well as IFN-y inducible levels of LIF are expressed
by WIJ-MSCs than by BM-MSCs and the suppression of
lymphoproliferation can be rescued by blocking LIF in co-
cultures.'” Furthermore, Prasanna er al. reported higher
levels of both constitutive and IFN-y inducible HGF in WJ-
MSCs compared with BM-MSCs.'!"

Nonclassical type I HLA molecules are an interesting as
yet only partly explored field in MSCs immune function.
Several reports showed that BM-MSCs and WJ-MSCs ex-
press the HLA-G molecule, at both mRNA and protein le-
vel, and its soluble form HLA-G5.2%7"1! Weiss et al. also
showed that WJ-MSCs constitutively express high levels of
the immune suppressive HLA-G6 isoform, while BM-MSCs
express the HLA-GS isoform constitutively and its expres-
sion is not induced by IFN-y.”” HLA-GS5 secretion has been
directly implicated in the induction of regulatory cells
(CD4*CD25"FoxP3™* Tregs) that are characterized as key
suppressors of effector responses to alloantigens.''? HLA-
G5 secretion has also been linked with the suppression of
NK cell production of IFN-y in BM-MSCs co-cultures.'"?
Since the inhibition of maternal alloreactivity is due to the
expression of high levels of HLA-G by the fetus, the exact
role of immune-suppressive HLA-G isoforms, such as HLA-
Go6 e>§pressed by WIJ-MSCs, needs to be evaluated in de-
tail."% Recently, the expression of HLA-E and HLA-F in
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the WJ-MSCs has been reported; both are implicated in
tolerogenic processes occurring at the fetal-maternal inter-
face, along with HLA-G.''*

Homing of MSCs

Mantaining the function and the integrity of the human
body, which is often subjected to injuries, is essentially due
to tissue repair. Shortly after an injury, different types of
immune cells (neutrophils, monocytes, and lymphocytes)
are conducted to the site of damage. These cells are re-
sponsible for the secretion of various growth factors and
cytokines that will attract other residing or circulating cells
such as MSCs. Endogenous MSCs present a pool of re-
generative cells, participate in tissue repair, and communi-
cate with other cells in response to signals of cellular
damage.""> Their “homing” can be defined as the arrest of
MSCs within the vasculature of a tissue than crossing the
endothelium."'®. Thus, the homing of endogenous MSCs is
being considered a therapeutic benefit, and studies are
evaluating new methods for recruiting a sufficient number of
MSCs to exert their regenerative capacity. In cases where
the reservoir of MSCs is depleted because of several dis-
eases or the age, exogenous MSCs could be administrated to
compensate the lack of endogenous MSCs (reviewed in
Marquez-Curtis and Janowska-Wieczorek''> and Sohni and
Verfaillie''”). It has been reported that in-vitro-expanded
MSCs preferentially home to sites of tissue damage, where
they enhance wound healing, support tissue regeneration,
and restore the BM microenvironment after damage by
myeloablative chemotherapy or integrate into tumors.''®

Since the precise molecular mechanisms by which MSCs
migrate into sites of injury are not yet fully defined, the
migration of leukocytes into sites of inflammation has been
taken as a model.'"® Indeed, on delivery into the blood
stream, the MSCs keep close contact with EC whose role is
being extensively studied in MSCs migration. They engraft
into the endothelium, and eventually pass and leave the
endothelium.'®® The migration of MSCs is mediated by a
wide variety of molecules that are expressed by MSCs, in-
cluding growth factors, chemokines, and receptors, and by
chemotactic factors produced by immune cells.''® It has
been demonstrated that human MSCs showed significant
chemotaxis responses to several factors (including PDGF,
VEGF, IGF-1, IL-8, bone morphogenetic protein BMP-4,
and BMP-7)'?! and express a variety of chemokine recep-
tors (such as CCR1, CCR4, CCR7, CXCRS5, and CCR10)
which might be involved in their migration into injured
tissues along a chemokine gradient.'*?

In addition, specific proteolytic enzymes are required so
the cells can traverse the protein fibers of the extracellular
matrix (ECM) and reach the target sites.''®'?* In particular,
the matrix metalloproteinases (MMPs), consisting of more
than 24 zinc-dependent endopeptidases, are physiologically
necessary for stem cell migration, degradation, and re-
modeling of ECM components, and are crucial for devel-
opmental events such as morphogenesis, cell proliferation,
apoptosis, and differentiation.!?4-127

Ries er al. were the first to show that human BM-MSCs
use constitutively expressed MMP-2 (gelatinase A), mem-
brane-type matrix metalloproteinase-1 (MT1-MMP), and
tissue inhibitor of metalloproteinase 2 (TIMP-2) to migrate
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through human recombinant basement membranes. In-
flammatory cytokines such as TGF-B1, IL-1B, and TNF-«
are able to exert chemoattractive potential on hBM-MSCs
and to up-regulate MMP-2, MT1-MMP, and/or MMP-9,
enabling cellular trafficking of MSCs across human ECM
barriers.''® MMP-2 has been also detected in WJ-MSCs in
association with MMP-9 (gelatinase B), MMP-8, and MMP-
13 (respectively collagenase-1 and -2), as well as in dif-
ferent regions of full-term human umbilical cord and in
cultured HUVEC. The wide expression of these enzymes in
the umbilical cord has been attributed to their role in the
degradation and remodeling of ECM and in other physio-
logical processes.'®

Recently, Balasubramanian er al. have compared che-
mokine and receptor gene expression between WJ- and BM-
MSCs. Their results have shown that Chemokine (C-C
motif ) receptor 3 (CCR3) was more expressed in WJ-MSCs
than in BM-MSCs; whereas the latter have presented a
higher expression of CCR1, CCR7, CCRL2, Chemokine (C-
X3-C motif) receptor 1 (CX3CR1), and CXCRS. MSCs
from both sources had a similar expression of CCRS, CCR6,
and CCRLI.

In addition, Chemokine (C-X-C motif ) ligand 1 (CXCL1),
CXCL2, CXCL5, CXCL6, and CXCL8 (members of the
CXC chemokine family) were up-regulated in WJ-MSCs in
comparison with BM-MSCs. These chemokines are known
as potent promoters of angiogenesis and mediate their ac-
tivity by binding CXCR?2 receptor on the endothelium (Fig.
4). On the contrary, CXCLI12 and CXCLI13, also two
members of the CXC chemokine family and known to
contribute to immune and nonimmune cell homing, were up-
regulated in BM-MSCs. WJ-MSCs have shown a higher
expression of IL-1A (enhance the expression of CXCLS8) and
TNF-o (angiogenic factor) than BM-MSCs; while IL16 (has
an immunomodulatory role in asthmatic inflammation) and

CCRL12 (plays a role in the control of airway inflammatory
response and in lung DC trafficking) were more expressed in
BM-MSCs. Moreover, results have reported a stronger ex-
pression, in WJ-MSCs, of many growth factors linked with
angiogenesis such as VEGF-D, PDGF-AA, TGF-32, B-FGF,
and HGF."'® Their chemokine gene profile suggests that WJ-
MSCs may be useful in the healing and treatment of ische-
mic lesions such as the ischemic myocardium, with cerebral
ischemia for example. Moreover, they could be suggested as
a treatment to reduce or prevent fibrosis and scarring in
tissue lesions, as it has been shown that they secreted bFGF
and HGF (known to have an anti-fibrotic effect).

Thus, ex vivo-expanded human MSCs with cytokines may
be a useful method, in clinical applications, to increase their
migration/homing potential after transplantation into pa-
tients, as well as the administration of cytokines to mobilize
MSC:s to sites of injury.

Anti-tumourigenic Effects of WJ-MSCs

MSCs have the capacity to migrate to tumor sites and
modulate their microenvironment. Thus, they have an im-
pact on tumour behavior.'*® A great deal of evidence sug-
gests that solid tumors generate a microenvironment similar
to that associated with wound healing, as they apply phys-
ical and chemical stress to neighboring tissues. Tumors can,
therefore, be considered sites of tissue damage, which in-
duces the migration of MSCs.'*°

Human MSCs have been intensively studied for their
potential use in cancer treatment. Their use has been limited,
however, by a general concern related to their biosafety.'>!
Many studies have reported pro- or anti-tumorigenic effects
of MSCs on the progression of primary and metastatic tu-
mours. These contradictory results could be associated with
differences in the MSC sources used, the type of tumour
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model, the method of administration, or other unknown
factors.'3%!32

The tumor stroma consists of a complex ECM in which
inflammatory and immune cells, fat cells, fibroblasts, and
blood vessels reside. It plays a crucial role in tumor pro-
gression, angiogenesis, and metastasis through its effects
on tumor-host interactions. Tumor-associated fibroblasts
(TAFs) are activated fibroblasts in the tumor stroma.'®!
Several reports have hypothesized that BM-MSCs selec-
tively proliferate to tumors and contribute to the formation
of tumor-associated stroma by transforming into TAFs.
They also promote tumor growth and metastasis by en-
hancing migration and angiogenesis and inhibiting apoptosis
of tumor cells.'**~

On the other hand, the immunosuppressive effects of
MSCs can impair the function of a variety of immune cells
(directly or through paracrine signals). This may be an im-
portant mechanism enabling MSCs to promote tumor growth
or to increase the incidence of tumor formation. For instance,
by increasing Tregs and reducing the activity of NK cells and
cytotoxic T lymphocytes (CTL) (known to kill tumour cells),
BM-MSCs can protect breast cancer cells.'*® They also have
been linked to osteoczurcinomas,139 prostate tumors,”'o’141
breast tumors,13 8,140,142 . 5lon cancer,'37 and others. A recent
study has also demonstrated a fusion between MSCs and
gastrointestinal epithelial cells, suggesting the formation of a
more cancer-prone cell type.'+?

Very recently, in order to examine the possible anticancer
therapeutic applications of MSCs from different sources,
Akimoto et al. have studied the inhibitory effects of MSCs
from umbilical cord blood (UCB) and AT on ‘““glioblastoma
multiforme (GBM)*’ (the most aggressive type of primary
brain tumor in humans). They found that, both in vitro and
in vivo, GBM growth was inhibited by UCB-MSCs but
promoted by AT-MSCs. UCB-MSCs induced apoptosis
through the tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing
ligand (TRAIL), which is more strongly expressed by UBC-
MSCs than by AT-MSCs.'#* Furthermore, it has been shown
that naive WJ-MSCs are able to produce factors suppressing
cancer cell growth and inducing apoptosis, and so may be a
novel tool for cancer therapy in contrast to MSCs from some
other sources.'*> Other reports have likewise shown that
WIJ-MSCs can abrogate certain solid tumors.'**'* These
cells decreased the growth of human breast cancer in vitro
and stopped its growth when intravenously injected in an
SCID mouse model.'*® Later, Fan et al. showed that WJ-
MSCs do not induce teratomas in immunodeficient SCID
mice, nor do they induce tumors when transplanted into
diseased animal models."”! In a recent study, Subramanian
et al. have examined whether WJ-MSCs, such as BM-
MSCs, transform to the TAF phenotype in the presence of
ovarian and breast cancer conditioned medium. Results have
shown no expression of tumor-associated markers for hWJ-
MSCs with a low expression of TAF-related genes, con-
firming that these cells are not associated with enhanced
growth of solid tumors.® In order to determine whether WJ-
MSC-mediated inhibition of cancer cell growth was not
specific to breast cancer cells, the same group compared the
effects of WI-MSC extracts and cell lysate on three other
types of solid tumors: breast adenocarcinoma, ovarian car-
cinoma, and osteocarcinoma. They observed the same ef-
fects, which were probably mediated via agents in WJ-MSC
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extracts.'>? In addition, Ma et al. have shown that WJ-MSCs
significantly inhibited the growth of breast cancer stem cells
in vitro and in vivo, probably by inducing a cell cycle arrest
and tumor cell apoptosis and inhibiting the activities of
phosphoinositide 3-kinase (PI3K) and AKT (also known as
protein kinase B).'*’ A more recent study has reported that
WIJ-MSC conditioned medium as well as its cell lysate in-
hibits mammary carcinoma and osteosarcoma cell growth
via aPOptosis and autophagy in vitro and in xenograft
mice.'> In another study evaluating the tumorigenesis po-
tential of WJ-MSCs in comparison with ESCs, animals in-
jected with ESCs developed teratomas with increased levels
of pro-inflammatory cytokines; whereas those injected with
WI-MSCs developed no tumors or inflammatory reactions at
the injection sites and exhibited increased production of
anti-inflammatory cytokines.'>* A very recent study on the
effects of WJ-MSCs on intrahepatic cholangiocarcinoma
(ICC, a common form of primary liver cancer) has shown
that these cells can inhibit the proliferation and induce the
apoptosis of human ICC cells. Apoptosis of tumour cells is
related to the inhibition of PI3K/Akt and the Wnt/B-catenin
signaling pathways.'>> The effects of WJ-MSCs have also
been studied in hematopoietic tumours. Results obtained by
Tian et al. have provided a new insight on how these cells
may modulate leukemic tumour growth in vitro. According
to this study, p38 MAPK, a suppressor of tumor develop-
ment, was required for leukemic tumor suppression by WJ-
MSCs."°

These studies, taken together, indicate that WJ-MSCs are
nontumorigenic, anti-tumorigenic, and hypoimmunogenic;
do not transform to the TAF phenotype that is associated
with enhanced growth of solid tumors; and suppress he-
matopoietic tumor development. WJ-MSCs appear to be a
safe and promising tool for future cancer therapy and clin-
ical applications, but more pieces of evidence are needed to
further characterize their anti-tumorigenic mechanisms and
to confirm this hypothesis.

Therapeutic Applications
Treatment of autoimmune diseases

The immune properties of WJ-MSCs suggest that they
may be a therapeutic option to treat autoimmune diseases
such as type 1 diabetes or Crohn’s disease (CD).

Type 1 diabetes. Diabetes is a metabolic disease listed
among the leading causes of death in some countries. It is
characterized by absolute or relative insulin deficiency.
Type 1 diabetes is characterized by an absolute insulin
decrease due to T-cell-mediated destruction of insulin-
producing pancreatic 3 cells."”” This autoimmune destruc-
tion of pancreatic islet B-cells reduces the patient’s ability
to regulate blood glucose, leading to a high frequency of
vascular complications that compromise the quality and
expectancy of life.'>®

Transplantation of pancreatic islet cells (PICs) as a
potential cure for type I diabetes has been hampered by
immune rejection and recurrent attacks against islets by the
underlying autoimmunity. Studies have shown the capacity
of WJ-MSCs to differentiate into mature islet-like cell
clusters. These islet-like cell clusters have been shown to
contain human C-peptide and to release insulin in vitro and
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in vivo in response to physiological glucose levels. Real-
time PCR analysis has shown the enhancement of insulin
and other pancreatic B-cell-related genes, such as pancreatic
and duodenal homeobox 1 (pdxl), homeobox HB9 ou
MNX1 (hlxb9), NK2 homeobox 2 (nkx2.2), NK6 homeobox
1 (nkx6.1), and glucose transporter 2 (glut-2) in these
cells." Various publications have confirmed the pancreatic
islet-like cell differentiation potential of WJ-MSCs.*7-#8-160
Kim et al., comparing the capacities of MSCs from various
sources (WJ, BM, AT, and periosteum) to differentiate into
PICs, have confirmed that all cell lines were well differen-
tiated with an increased insulin mRNA expression, but only
PICs derived from periosteum progenitor cells showed in-
sulin secretion to a high glucose concentration.'®

More recently, Hu et al. have studied the therapeutic
potential of WJ-MSCs in patients with type 1 diabetes,
evaluating the effects of these cells over a longer treatment
time. They followed two groups of patients, the first of
which received a basic treatment combined with WJ-MSC
implantation; while the second received a basic treatment
combined with normal saline therapy. Patients were fol-
lowed for two years after the operations. During the follow-
up period, patients treated with WJ-MSCs showed better
Hbal and C-peptide expression levels than patients in the
second group. Although the precise mechanisms involved
are unknown, WJ-MSC therapy appears to have a promising
effect on type 1 diabetes patients and to be a good strategy
for treatment of this disease.'>®

Type 2 diabetes. Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is
the most common form of diabetes and is characterized by
insulin resistance and pancreatic B-cell dysfunction. Hu
et al. studied the effect of intravenous infusion of human
WIJ-MSCs as therapy, administering them alone and in
combination with sitagliptin (a dipeptidyl-peptidase IV in-
hibitor known to increase insulin release and decrease glu-
cagon levels by having an impact on o and  cells in the
pancreatic islets) in a T2DM rat model. Compared with the
control groups (a diabetic control group and a sitagliptin-
only group), rats treated with WJ-MSCs only and those
treated with a combination of WJ-MSCs and sitagliptin
exhibited increased numbers of B cells. Glucagon level
was decreased in the sitagliptin-only group and the WIJ-
MSCs +sitagliptin group compared with the WJ-MSCs-
only group and the diabetic control group. These results
suggest the therapeutic potential of WJ-MSCs in B-cell re-
generation.'

Crohn’s disease. CD is an inflammatory chronic disease
caused by a dysregulation of immune tolerance and char-
acterized by an idiopathic inflammation of the gastrointes-
tinal tract. Frequent complications in CD are abscess and
stricture formation, intestinal obstruction, and fistulas (ab-
normal connective passages from the epithelial lining of the
intestines to another organ or to the skin caused by in-
flammation). Anti-TNF-o therapy is the first choice in the
treatment of patients with perianal fistulas. Even with this
treatment, however, perianal fistulas often lead to physi-
cal and emotional distress, and only 46% of cases heal
completely.'®>

Therapeutic effects of AT-MSCs and BM-MSCs on CD
have already been proved.'®*'®* For instance, Garcia-Olma

et al. performed a clinical study on patients suffering from
Crohn’s enterocutaneous fistulas in which they compared
the therapeutic effects of autologous expanded AT-MSCs
and unexpanded cells corresponding to the stromal vascular
fraction (SVF) when cells of each type were implanted in
the fistulas. Three out of four cases treated with expanded
AT-MSCs were healed, compared with only one out of four
cases treated with SVF. The authors have suggested that the
use of expanded AT-MSCs would be more advantageous,
and that the immunosuppressive properties of these cells
were responsible for their healing effects in the treatment of
CD. Other studies in progress will enable us to better un-
derstand the link between the expansion of AT-MSCs and
their beneficial effects.'®® In another study, Ciccocioppo
et al. examined the effect of ex-vivo-expanded BM-MSCs
in CD. All 10 cases in which BM-MSCs were injected into
the fistula exhibited signs of healing. In addition, a pro-
apoptotic effect of BM-MSCs on mucosal T cells has been
observed.'®

Recently, studies have focused on two granulomatous
disorders: intestinal tuberculosis (ITB) and CD. Both dis-
eases present similar clinical signs and are difficult to dis-
tinguish. The current challenge is the early identification of
the correct disease in order to treat it efficiently and quickly
to avoid complications or death. Working from the fact that
recruited MSCs within granulomas in ITB can evade the
host immune response, Banerjee et al. have been pursuing
the possibility of analyzing MSC markers in the two types of
granulomas (i.e., those derived from patients with CD and
those derived from patients with ITB). Their results have
shown that the mesenchymal marker CD73 is expressed
only in MSCs within tuberculous granulomas, identifying
CD73 as a possible marker of ITB. This would explain the
essential pathogenic mechanisms in ITB as being based
on the recruitment of MSCs with high CD73 expression.
These observations suggest that MSCs with increased CD73
expression could be a future candidate for therapeutic
intervention in CD. Given their phenotypic profile, WJ-
MSC:s could have real potential for therapeutic applications
in CD.'®°

Treatment of neurodegenerative diseases

Neurodegenerative diseases are chronic and progressive
disorders of the central nervous system (CNS) which are
characterized by a steady loss of neurons in the region of the
brain and spinal cord that affects the mental and motor
abilities of affected people. According to the World Health
Organization, in 2040, the devastating diseases known as
Alzheimer’s and Parkinson’s will represent the second
leading cause of death worldwide. Multiple sclerosis (MS)
is another neurodegenerative disease.

Parkinson’s disease. Parkinson’s disease (PD) is a neu-
rodegenerative disorder that is more common in the elderly.
Its symptoms (tremor, rigidity, bradykinesia, and postural
instability) are caused primarily by the degeneration of
dopamine (DA) neurons in the substantia nigra.166 Current
therapies mostly relieve symptoms but do not restore the
function of the lesioned side of the brain or the efficacy lost
due to disease progression. Embryonic stem cells have been
investigated as a renewable source of DA-producing cells.
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However, technical and ethical obstacles have limited the
application of this therapy.'®’

Several groups have been interested in determining the
effect of MSCs on the CNS. Ribeiro et al. have shown
that AT-MSCs and WJ-MSCs are able to release trophic/
neuroregulatory factors that could improve the metabolic
viability of hippocampal neurons in vitro. These two types
of MSCs do not have similar functionality, however, be-
cause their secretomes act differently on cell viability and
on the densities of hippocampal neurons. Indeed, AT-MSCs
require exogenous factors such as bFGF to be added in the
primary cultures of hippocampal neurons in order to influ-
ence the metabolic viability and neuronal cell densities;
whereas WJ-MSCs are able to promote neuronal survival
without the addition of exogenous factors.'®®

Weiss et al. have characterized WJ-MSCs and compared
them with MSCs derived from other sources. In their study,
they tested the therapeutic effects of WJ-MSCs in parkin-
sonian rats. Their initial results demonstrated that WJ-MSCs
express growth factors and angiogenic factors, suggesting
that they may be useful for the treatment of neurodegener-
ative diseases. Indeed, the characterization of WJ-MSCs
reveals that they produce glial cell line-derived neurotrophic
factor located in the cytoplasm. WJ-MSCs also express
nestin, a marker of primitive neural stem cells.* After neural
induction of WJ-MSCs, the expression of nestin was lower
in differentiated cells than in undifferentiated cells; whereas
the expression of tyrosine hydroxylase (a mature neural
marker of catecholaminergic neurons) was greater in dif-
ferentiated cells. Moreover, it has been shown that WJ-
MSCs express some genes encoding for proteins with a
neurotrophic effect: CNTF (ciliary neurotrophic factor),
VEGF, FGF20, and TRKC (neurotrophic tyrosine kinase).
In addition, when they are transplanted into parkinsonian
rats, WJ-MSCs can partially reverse the parkinsonian behav-
joral phenotype.?” Yan et al. have managed to differentiate
WI-MSCs into neural-like cells in vitro and have subse-
quently tested the therapeutic potential of differentiated
cells by implanting them into the striatum and substantia
nigra of methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 6-tetrahydropyridine
(MPTP) lesioned hemi-parkinsonian rhesus monkeys. PD
monkeys transplanted with the induced cells showed an
improvement in behavioral measures. Furthermore, patho-
logical and immunohistochemical data have indicated
the presence of neuronal-like cells in the right brain hemi-
sphere of PD monkeys, suggesting that they may be dopa-
minergic neurons.'®” Nearly identical results were obtained
when WJ-MSCs were replaced by AT-MSCs.'® The ben-
eficial effect of BM-MSCs on a parkinsonian rat model was
shown by Ye et al.'™®

Multiple Sclerosis. Multiple sclerosis (MS) is a progressive
neurodegenerative disorder of the CNS that is characterized by
chronic inflammation, demyelination, and neuronal damage.
Currently, there is no medical cure for MS, mainly owing to an
incomplete understanding of its pathophysiology.'”!

Recently, Payne et al. have assessed the therapeutic ef-
ficiency of BM-MSCs, AT-MSCs, and WJ-MSCs against
MS, using recombinant myelin oligodendrocyte glycopro-
tein (rtMOG)-induced experimental autoimmune enceph-
alomyelitis (EAE), a model of MS in which both T- and
B-cells contribute to the disease pathogenesis. They have
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demonstrated that BM-MSCs exerted more potent immu-
nomodulatory effects in vitro compared with AT-MSCs and
WIJ-MSCs. Unexpectedly, however, BM-MSCs did not im-
pact the disease course, although the transplantation of AT-
MSCs ameliorated clinical signs in two animal models of
EAE. Furthermore, only AT-MSCs and WIJ-MSCs ex-
pressed integrin-o4 (CD49d); BM-MSCs, which may not be
able to adhere to VCAMI, a critical step in the extravasation
of cells into the CNS during EAE, did not express integrin-
o4.""? In their recent work, Liu et al. showed that WJ-MSCs
could potentially play a therapeutic role in MS and could be
an alternative to BM-MSCs, which have been extensively
studied with regard to the treatment of MS. 173175 Thus, it is
believed that these cells could restore behavioral functions
and attenuate the histopathological deficits of EAE mice
over the long term (50 days).'’® These results confirm those
of Liang et al., who transplanted WJ-MSCs to a patient with
refractory progressive MS and subsequently observed sta-
bilization of the disease.'”’

Alzheimer's disease. Alzheimer’s disease (AD) is a pro-
gressive and fatal neurodegenerative disorder that is char-
acterized by a loss of memory and a deterioration of
cognitive ability. Cumulative evidence supports the hy-
pothesis that the accumulation of amyloid-f peptide (AB) in
the brain and oxidative stress play critical roles in AD
pathogenesis.

Very recently, Liang et al. have attempted to differentiate
WI-MSCs into cholinergic-like neurons. Cholinergic neu-
rons are neurons of the autonomic nervous system and are
one of the causes of cognitive disorders such as AD. To
induce differentiation, Liang et al. used a neural stem cell
conditioned medium supplemented with bone morphoge-
netic protein 4 (BMP4) and fibroblast growth factors 8
(FGF8). First, they observed morphological changes of WJ-
MSCs after culture in conditioned medium. These cells,
which under normal conditions have a bipolar spindle-like
morphology, changed into a bulbous shape with thin ex-
tensions touching each other to a certain extent after 16 days
of differentiation. These observations already suggest a
structural organization into axons. Moreover, they con-
firmed their hypothesis by showing an expression of cho-
linergic neuron markers, including choline acetyltransferase
and NF by immunofluorescence and RT-PCR 20 days after
the beginning of WJ-MSC induction. These in-vitro results
demonstrate that WJ-MSCs can be induced into cholinergic-
like neurons, which suggests that WJ-MSCs may be a very
good candidate for the treatment of AD.'”® Patients suffer-
ing from AD show a decrease in the expression and activity
levels of neprilysin (neural endopeptidase [NEP]), which is
one of the several proteases involved in the proteolysis of
AB. Thus, NEP has been intensively studied as a potential
therapeutic target for AD. Since MSCs have the ability to
synthesize vesicles (generated from the membrane), which
also have a real therapeutic potential, Katsuda et al. have
studied vesicles derived from AT-MSCs and identified their
effects in co-cultures with cells over-producing AB. They
observed a decrease in the amount of A in the presence of
AT-MSC vesicles. This phenomenon is explained by the
initial expression on AT-MSC membranes of the NEP that is
later present as an active form in the vesicles. Furthermore,
they observed that AT-MSCs expressed NEP at a higher
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level than BM-MSCs did, suggesting that AT-MSCs could
be a better candidate than BM-MSCs for the treatment
of AD."”

In another recent in-vivo study, Yang et al. sought to
determine the therapeutic impact and mechanisms of action
of neuron-like cells differentiated from WJ-MSCs in AD.
They induced the differentiation of human WJ-MSCs into
neuron-like cells using tricyclodecan-9-yl-xanthogenate
(D609), then transplanted them into a transgenic AD mouse
model. The resulting beneficial effects were linked to an
““alternatively activated’”” microglia (M2-like microglia).
Treated mice showed increased M2-like microglial activa-
tion, associated with an increase in the expressions of I1L-4
(an anti-inflammatory cytokine) and NEP and a decrease in
the expressions of IL-1 and TNF-u« (pro-inflammatory cy-
tokines). Hence, according to this study, transplantation of
neuron-like cells differentiated from WJ-MSCs might be a
promising cell therapy for AD.'®° Later, the same group
studied the therapeutic impact of systemic administration of
WIJ-MSCs in a transgenic AD mouse model, and found that
WI-MSC infusion improved spatial learning and alleviated
memory decline by reducing oxidative stress. All these re-
sults, taken together, suggest that WJ-MSCs in their dif-
ferentiated (neuron-like cells) and undifferentiated forms
may have beneficial effects in the prevention and treatment
of AD.

Conclusion

The number of diseases that in their final stages require
organ transplant or cellular therapy is increasing. Many of
them are derived from or are accompanied by an unbalance
in the organ inflammatory or immune state. In this regard,
the use of a cellular therapy vehicle that can provide both
organ recellularization and restoration of a physiological
microenvironment without being rejected by the patient
would benefit patients significantly.

To date, BM-MSCs have been considered the gold stan-
dard among therapeutic MSC-based therapies, yet BM-
MSCs eventually degrade, exhibiting loss of proliferation
and senescence. In the search for an alternative therapy
lacking this flaw, different sources of MSCs have been ex-
plored. MSCs from AT, dental pulp, and AF have variable
proliferation potentials and multilineage differentiation ca-
pacities, suggesting that the source of MSCs should be
chosen carefully depending on the clinical applications
targeted. Over the last few years, MSCs derived from WJ
have gained much attention in regenerative medicine. The
overview of the literature presented in this review has de-
scribed their high differentiation potential as well as their
important trophic, immunomodulatory, and anti-tumori-
genic effects, which should be confirmed in different animal
models. Taken together, all these works clearly show that
the immunological features of various types of MSCs may
affect their applications in regenerative medicine in ways
which may be essential. Since these two properties rely, in
turn, on paracrine effects, it is essential to further study the
composition of MSCs secretome. This task will probably
represent a major part of the relevant publications over the
next 10 years.

The great question with regard to MSC therapy that still
remains to be answered concerns its biosafety. Clinical trials

are still needed to evaluate this particular aspect, especially
in new sources of MSCs such as WJ-MSCs, even if they
seem to be promising tools for the treatment of incurable
degenerative diseases.
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Chapitre 4: Grands Principes de
I'Immunobiologie et Principaux Mécanismes
Régulateurs des CSM

Outre les fonctions réparatrices des CSM, plusieurs études ont montré qu’elles possédent

des propriétés immunomodulatrices puissantes, a la fois de I'immunité innée et de I’immunité

adaptative (169-173).

Pour faciliter la compréhension des effets immunomodulateurs des CSM, les grands

principes de I’immunobiologie sont tout d’abord exposés dans la partie suivante.

. IMMUNITE

L’immunité est définie comme étant la résistance aux maladies et, plus particuliérement
aux maladies infectieuses. Le systeme immunitaire est un systeme de défense remarquablement
adaptatif protégeant des pathogenes aussi variés que, les bactéries, les virus, les parasites et les
champignons. Il est constitu¢ d’une grande variété de cellules et de molécules composant un
réseau dynamique capable de reconnaitre spécifiquement et d’éliminer un grand nombre de
micro-organismes étrangers ; la réaction coordonnée de ces cellules et molécules contre les

germes pathogenes porte le nom de réponse immunitaire (174).

La reconnaissance immunitaire consiste a distinguer les composants étrangers de ceux du

Soi. En effet, le systeme immunitaire se caractérise par sa capacité remarquable a :

- reconnaitre des profils moléculaires qui caractérisent des groupes de pathogénes
présentant des caractéristiques connues et fournir une réponse rapide dirigée contre ces
pathogeénes,

- détecter les fines différences chimiques distinguant un pathogene d’un autre,

- distinguer les molécules étrangeres et les cellules ou les protéines de 1’organisme

(discrimination Soi/non Soi) (175).
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Dans certains cas pathologiques, ce systeme peut devenir défaillant et devient alors
délétére pour 1’organisme en s’attaquant aux constituants du Soi induisant alors des maladies

auto-immunes.

La réponse effectrice éliminant ou neutralisant I’organisme étranger survient apres la
phase de reconnaissance de ce pathogene et dans laquelle les divers constituants du systeme
immunitaire interviennent pour induire différentes réponses, chacune étant congue
specifiquement pour éliminer un type particulier de pathogéne. Une exposition ultérieure au
méme organisme étranger peut induire une réponse mémoire, caractérisée par une réaction
immunitaire plus précoce et plus intense prévenant ainsi les infections. A mentionner que le

principe de cette réponse mémoire est a la base de la vaccination (174).

Il est important de distinguer I’immunité « innée » de I'immunité « adaptative », deux
systtmes de I’immunité qui ne cessent de collaborer pour protéger 1’organisme. Avant de
détailler ces deux types d’immunité, commencons par définir le complexe majeur

d’histocompatibilité et de montrer le r6le majeur qu’il joue dans I’immunité.

A. Rappel sur le Complexe Majeur d'Histocompatibilité

(CMH)

a) Le locus génétique

Le Complexe majeur d’Histocompatibilit¢ (CMH) joue un roéle primordial dans
I’immunité. Il se compose de plusieurs systémes dont le systéme « Human Leukocyte Antigen »
(HLA) découvert en 1958 par Jean Dausset qui a démontré sa capacité a induire le rejet de greffe
allogénique (176). La région génomique du systtme HLA se situe sur le bras court du
chromosome 6 (bande 6p21.3) et est formée de 3600 kilobases. Elle porte plus de 200 génes

codant pour des produits trés divers, ce qui rend cette région la plus riche en genes exprimés.

Le CMH est constitué de trois régions. Les produits codés par les genes de ces trois

régions sont tres différents au niveau de leur localisation, structure et fonction :

- La région la plus télomérique dite de classe | : est composée de genes « classiques » qui
sont les génes HLA-A, B et C, et des genes « non-classiques » représentés par HLA-E, F

et G, MICA et MICB, ainsi que d’autres génes dont la fonction est toujours inconnue.
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- La région la plus centromérique ou région de classe Il : contenant les génes HLA-DR,
DQ et DP, et d’autres génes participant a la présentation des antigénes.

- La région intermédiaire nommeée région de classe 111 : c’est une région particuliére ne
contenant pas de génes qui codent pour les molécules du systtme HLA mais contient
plutdt des genes codant pour des produits intervenant dans la réponse immunitaire tels
que des ¢léments du complément, des molécules d’inflammation (TNFa et B) et des

protéines du choc thermique (HSP70) (177).

Les genes HLA sont co-dominants et sont transmis genéralement en bloc avec un taux de
recombinaisons rare. Ainsi, chaque individu hérite un haplotype maternel et un autre paternel, et
les molécules codées par chaque haplotype sont coexprimées a la surface cellulaire. Ces genes
sont aussi fortement polyalléliques, ce qui rend la région HLA la région la plus polymorphique

du génome humain.

b) Fonctions des molécules HLA

La fonction principale des molécules HLA est de fixer des peptides antigéniques et de les
présenter aux lymphocytes T. Selon la classe des molécules HLA, varie la nature des peptides
présentés, leur trajet intracellulaire avant leur association a ces molécules, et le type de

lymphocytes T auxquels ils seront présentés (177).

La quasi-totalité des cellules nucléées expriment les molécules HLA-I a leur surface,
avec une expression plus importante par les lymphocytes T et B, les macrophages et les cellules
dendritiques. Ces molécules ont comme fonction de présenter aux lymphocytes T CD8 des
peptides dérivant de la dégradation de protéines endogénes synthétisées par la cellule.

L’expression des molécules HLA de classe Il est plus restreinte limitée aux cellules
présentatrices d’antigenes (CPA) (macrophages, monocytes, cellules dendritiques, lymphocytes
B, +/- lymphocytes T activés). Ces molécules sont reconnues par les lymphocytes T CD4 et
présentent des peptides antigéniques résultant de la dégradation de protéines exogénes ou de

protéines sécrétées ou membranaires (177).
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B. L'immunité innée
L’Immunité innée est une réponse immédiate qui survient chez tout individu en I’absence
d’immunisation préalable ; elle constitue la premiére barriere de défense vis-a-vis de divers

agents pathogeénes et assure un role de sentinelle vis-a-vis de I’apparition des tumeurs.
En premier abord, le systéme immunitaire utilise ses barrieres physiques :

- La peau et la surface des muqueuses constituant des barrieres efficaces contre I’entrée de
la plupart des microorganismes,

- T’acidité de I’estomac et de la transpiration empéchant le développement des organismes
ne pouvant pas se développer dans des conditions acides,

- les enzymes (tel que le lysozyme) altérant la paroi cellulaire de certaines bacteéries.

Au-dela de ces premieres barrieres, I’'immunité innée est en grande partie assurée par les
anticorps préformés, encore appelés naturels, par des cellules phagocytaires (monocytes,
polynucléaires) et par les cellules Natural Killer (NK) qui ne possedent pas de récepteurs
spécifiques de I’antigéne. Parmi ces différents acteurs de I’immunité innée, on traitera d’une
maniére plus détaillée les cellules NK et leurs mécanismes d’actions puisque 1’effet des cellules

différenciées sur cette population a été étudié dans notre étude.
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a) Cellules NK

Les cellules NK sont les cellules effectrices les plus importantes de la réponse innée
représentant 5-20% des cellules mononucléées (CMN) du sang périphériqgue mais cette
proportion peut représenter jusqu’a 30-50% de 1’ensemble des lymphocytes dans le foie (178).
Ces cellules sont identifiées par leur absence d’expression du CD3, et par I’expression du CD56
(N-CAM) et CD16 (FcyRIlla) mais peuvent étre davantage classées en trois sous-populations :
NK CD16*CD56Y™ représentant 90% des cellules NK, NK CD16°CD56"9" 10% et NK
CD16%56™ 1-3%. Les NK CD16°CD569" expriment CD117 (récepteur exprimé par les cellules
progénitrices) contrairement & la population CD16*CD56%™ qui exprime le CD57 (exprimé par
les cellules sénescentes) (179-181). Concernant la population minoritaire NK CD16%56", sa

fréquence augmente dans certains cas d’infections chroniques comme le VIH (182).

b) Récepteurs inhibiteurs et activateurs des cellules NK

Les fonctions des cellules NK sont médiées par un équilibre entre des signaux transmis
par les récepteurs activateurs et inhibiteurs exprimés a la surface des cellules NK.

Parmi les récepteurs inhibiteurs, peuvent étre cités certains « killer imunoglobulin-like
receptors » (KIR), CD161 et CD94-NKG2A (NKG2D : natural killer group 2 membrane D). Les
ligands des KIR sont des molécules classiques du CMH de classe | (HLA-A, B et C) exprimées
par la grande majorité des cellules du corps. Plus d’une dizaine de KIR existent et chaque
individu peut avoir entre 9 et 14 dans son génome (183,184). Le ligand du récepteur CD161 est
le «lectin-like transcript | ». Le CD94-NKG2A, un autre important récepteur inhibiteur, est

hétérodimérique reconnaissant les molécules non-classiques de classe | (HLA-E) (185,186).

Parmi les principaux récepteurs activateurs exprimés par les cellules NK, peuvent étre
citées NKG2D, le CD16, les KIR activateurs et les récepteurs de cytotoxicité naturelle (NCR,
natural cytotoxicity receptors) composés de NKp30, NKp44 et NKp46. Les ligands de
NKG2D, MICA/B (major histocompatibility complex class | chain-related gene A and gene B) et
ULBP1-4 (UL16 binding protein), sont plutdt induits dans des conditions pathologiques telles
qu’une infection virale ou une tumeur (187). Le CD16 a comme ligand la région Fc des
immunoglobulines. La figure 20 montre les principaux récepteurs activateurs et inhibiteurs des

cellules NK ainsi que leurs ligands.
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Human NK cell Target cell

Figure 20. Récepteurs inhibiteurs et activateurs des cellules NK et leurs ligands. L’activation des
cellules NK est médiée par une variété de récepteurs membranaires activateurs et inhibiteurs
reconnaissant des ligands exprimés par les cellules cibles. Une infection virale, une transformation
maligne ou un stress cellulaire induisent une diminution de I’expression des ligands des récepteurs
inhibiteurs et augmentent ’expression de ceux des récepteurs activateurs. Malgré la présence de
signaux activateurs et inhibiteurs sur les cellules cibles, c’est la prédominance de 1’un ou ’autre des
deux signaux qui permettra ’activation ou non des cellules NK (188).

c) Médiateurs sécrétés par les cellules NK

Plusieurs cytokines et chimiokines sont secrétées par les cellules NK, tels que I’'INF-y
(interféron y), TNF-a, GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor)... Ces
cytokines, et plus particulierement I’INF-y, posseédent des propriétés anti-tumorales et anti-
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virales (189). L’INF-y peut aussi réguler les réponses immunitaires innée et adaptative a travers
les CD et les lymphocytes T. Les cellules NK CD16°CD56""9" sont connues pour leur capacité
de sécréter de grandes quantités de cytokines (190), mais des études récentes ont démontré que la
population NK CD16"CD56%™ peut produire aussi des cytokines aprés la liaison de ligands aux
récepteurs activateurs a la surface de ces cellules (191,192). La production de cytokines par les
cellules NK peut étre déclenchée par plusieurs signaux tels que les interleukines-2 (pouvant étre
secrétée par les lymphocytes T et les CD), -12, -15 ou -18 (pouvant étre secrétées par les
macrophages, les monocytes et les CD), ou par la stimulation de récepteurs activateurs comme le
CD16, le NKG2D et les NCR (193). Autre gque la production de cytokines, les cellules NK sont
caractérisées par leur capacité de lyser les cellules cibles grace a la libération par dégranulation
des perforines et des granzymes (194) qui vont perforer la cellule et déclencher 1’apoptose ou via
la liaison des récepteurs de mort cellulaire avec leurs ligands tels que le TRAIL (TNF-related

apoptosis-inducing ligand) et le FAS-L (apoptosis stimulating factor) (figure 21).
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Figure 21. Production de cytokines et lyse induites par les cellules NK. Les cellules NK peuvent secréter des
cytokines activant la maturation des CD et contribuant au développement de la réponse immunitaire adaptative. Ces
cellules peuvent aussi lyser les cellules infectées ou tumorales via des récepteurs induisant la mort cellulaire ou par
libération de granules cytotoxiques (195).
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d) Mécanismes de cytotoxicité
La lyse des cellules cibles par les cellules NK peut étre :

e dépendante des anticorps ou ADCC (antibody-dependant cellular cytotoxicity) : elle est
médiée par la population CD16*CD56%™ et implique le CD16. Ce récepteur a comme
ligand la région constante Fc des immunoglobulines recouvrant la surface des cellules
tumorales ou infectées. Lorsque le CD16 est engage, les cellules NK sont alors activées et
liberent des perforines et granzymes lysant les cellules cibles ;

e indépendante des anticorps et ne nécessitant aucune stimulation préalable. C’est
I’équilibre entre les signaux activateurs et inhibiteurs qui permettra aux cellules NK de
lyser une cellule infectée ou non. Pour que la lyse soit induite, il doit y avoir une absence
d’inhibition, une présence d’activation ou une éducation. Les cellules NK expriment au
moins un récepteur inhibiteur reconnaissant le CMH-I qui est normalement exprimé par
toutes les cellules normales du corps, ce qui permet alors de protéger ces derniéres d’une
lyse éventuelle par les cellules NK (196). Dans certains cas d’infections ou de
transformations malignes, les cellules infectées diminuent leur expression de CMH-I et
deviennent, par conséquent, sensibles a la lyse par les cellules NK ne recevant plus de
signaux inhibiteurs. Dans ce cas il s’agit du mécanisme d’ « absence du soi » (197). Le
second mécanisme contribuant a la lyse est ’activation des cellules NK par les récepteurs
activateurs cités précédemment. Le troisieme facteur essentiel pour avoir une lyse par les
cellules NK est I’éducation. En I’absence de 1’éducation des cellules NK au cours de leur
développement, elles seront anergiques. Le processus d’éducation consiste a une
interaction entre un récepteur inhibiteur et son ligand le CMH-I. Un clone de cellules NK
devient anergique quand elles expriment un récepteur inhibiteur spécifique pour un

CMH-I qui est absent dans le génome.
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Figure 22. Régulation de la lyse de cellules cibles par les cellules NK. L’expression de CMH-I par
les cellules normales du corps protégera ces cellules d’une lyse par les cellules NK. En absence
d’expression de CMH-I par les cellules infectées ou transformées, les cellules NK ne regoivent plus un
signal inhibiteur et peuvent lyser les cellules. Dans un autres cas, les cellules infectées peuvent
surexprimer des ligands activateurs induisant la lyse par les cellules NK (198).

C. Immunité adaptative

Une seconde forme de réponse immunitaire existe, elle dépend de I’'immunité innée et se
met en place quelques jours apres I'infection initiale. Il s’agit de I'immunité adaptative qui
intervient pour éliminer sélectivement les pathogénes ayant échappé a la réponse innée ou qui
persistent malgré cette réponse. Les principales caractéristiques de I’immunité adaptative sont la
génération de cellules a durée de vie longue et spécifiques d’un antigéne. En effet, aprés une
premiére rencontre avec un antigéne ou un pathogéne, ces cellules sont susceptibles de répondre
plus rapidement et plus fortement lorsqu’elles le rencontreront a nouveau. L’ immunité adaptive
est considérée comme étant le domaine exclusif des lymphocytes T et B tandis que les
monocytes, granulocytes, cellules dendritiques font plutot partie de I’immunité innée. Cependant
la frontiére immunité innee / adaptive est de plus en plus floue car des sous populations de
cellules B et T sont capables de se comporter comme des cellules de ’immunité innée et

inversement (199).
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Deux types d’immunité adaptative existent : immunité humorale et immunité cellulaire.
Les médiateurs de I’immunité humorale sont les anticorps produits par les lymphocytes B. Les
anticorps arrétent les microbes circulants afin de les empécher d’accéder aux cellules et aux
tissus conjonctifs prévenant alors les infections avant qu’elles ne se déclarent. Ils sont destinés a
reconnaitre spécifiqguement les antigenes microbiens extracellulaires. Par contre, les anticorps ne
peuvent pas atteindre les microbes intracellulaires, c’est dans ce cas que la réponse cellulaire
intervient pour les éliminer par 1’intermédiaire des lymphocytes T (figure 23). Ces derniers
reconnaissent les antigenes produits par les microbes intracellulaires. En ce qui concerne les

lymphocytes T, la partie suivante de ce chapitre leur est concerne.
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Figure 23. Les lymphocytes B sécrétent des anticorps éliminant les microbes extracellulaires, il s’agit de I’'immunité
humorale. Dans I’immunité cellulaire, plusieurs types de lymphocytes T recrutent et activent les phagocytes afin
qu’ils tuent les microbes ingérés ou tuent directement les cellules infectées (200).

a) Types de lymphocytes T

Les lymphocytes T (LT) sont les chefs d’orchestre de I'immunité adaptative, leur
efficacité résulte de leur capacité a reconnaitre de maniére spécifique un pathogéne donné et a
déclencher une attaque adaptée. Ils proviennent d’un progéniteur hématopoiétique localis¢ dans
la moelle osseuse. Ce progéniteur va ensuite migrer vers le thymus ou il va se différencier et

maturer. Au cours de la differenciation, il migre du cortex vers la medulla (201).
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Les lymphocytes T expriment a leur surface un récepteur appelé TCR (pour T-cell
receptor) capable de reconnaitre des déterminants antigéniques spécifiques. Ces récepteurs sont
différents a la surface de chaque lymphocyte ce qui permet a I’organisme de reconnaitre une
grande diversité de pathogenes. Aprés leur maturation dans le thymus, seuls les LT capables
d’interagir avec des cellules présentant les antigénes, sans s’activer contre le soi, seront autorisés
d’en sortir pour rejoindre, via la circulation sanguine, les ganglions lymphatiques. Dans le cas ou

un lymphocyte T reconnait de maniere spécifique un pathogene, il s’active et multiplie.
Il existe plusieurs sous-types de LT :

- les LT tueurs (cytotoxic LT ou CTL), capables de tuer les cellules infectées, sont
caractérisés par I’expression du CDS.

- les LT auxiliaires (T « helper »), apportent un soutien aux autres cellules du systeme
immunitaire. lls participent a I’activation des lymphocytes B et des LT tueurs dans les
ganglions, ainsi que dans les sites d’infection, sont caractérisés par 1I’expression du CD4.
Parmi les LT CD4, il existe plusieurs sous-types dont les LT Thl, Th2, Th9, Thl7, et T

régulateurs, chacun caractérisé par un profil cytokinique particulier (202).

b) Activation des lymphocytes

Comme déja mentionné, les LT sont activés par les antigenes associés aux molécules du
CMH de classe 11 (exprimées par les CPA). Deux types de signaux sont nécessaires pour activer

ces lymphocytes :

(1) des signaux de stimulation induits par la phosphorylation des « immunoreceptor
tyrosine-based activation motifs » (ITAM) contenus dans le domaine cytoplasmique du TCR
(203). Cette phosphorylation génére une cascade qui va mener a la translocation nucléaire des
facteurs de transcription conduisant a la prolifération cellulaire et la production de médiateurs
inflammatoires (204) (figure 24) ;
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Figure 24. Activation des LT CD4. La stimulation du TCR par les complexes antigénes+MHC-II
présents a la surface des CPA déclenche le recrutement des tyrosines kinases qui activeront une cascade
de signalisation menant a 1’activation des LT CD4. Cette voie de signalisation conduit aussi a la
phosphorylation de la protéine AKt favorisant la migration cellulaire (204).

(2) des signaux de co-stimulation nécessaires pour une activation compléte des LT CD4
et sont produits par une interaction directe entre le ligand CD28 exprimé a la surface des LT
CD4 et ses récepteurs appartenant a la famille B7 (CD80, CD86) et CD40 exprimés par les CPA.
Une signalisation impliquant le TCR et CD28 provoque I’expression du ligand de CD40
(CD40L) par les LT. La liaison CD40/CD40L induit une augmentation de 1’expression de
CD80/CD86 renforgant ainsi le signal déclenché par CD28. Une boucle positive d’activation est
ainsi mise en place permettant une forte prolifération des LT (205) (figure 25). Le signal de
costimulation est indispensable pour protéger les cellules T d’une anergie ou d’une apoptose

précoce qui interviennent en son absence (205).
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Apreés cette costimulation, plusieurs autres molécules interviennent et participent a la

différenciation fonctionnelle des lymphocytes T. Parmi ces molécules, peuvent étre citées :

-« Inducible costimulator » (ICOS) et OX40 qui sont exprimées par les LT avec leurs
ligands respectifs ICOSL et OX40L exprimés par les CPA. Ces molécules sont
essentielles pour la survie des LT CD4+ mémoire et pour activer les lymphocytes B qui
expriment également les ligands (206-208).

- La molécule «programmed cell death-1» (PD-1) qui est une molécule inhibitrice
intervenant dans I’interaction lymphocyte T/CPA. Elle est reconnue par deux ligands

PDL-1 (CD274, B7-H1) et PDL-2 (CD273, B7-DC) (209,210).

B7.1/B7.2 CD40

S

/ | | LD40L
T cell CDU

Figure 25. Signaux de co-stimulation nécessaires pour une activation totale des LT CDA4. Suite & la stimulation
initiale des LT par la reconnaissance du peptide antigénique associé au CMH-II, I’expression constitutive de B7.1
et/ou B7.2 a la surface de la CPA induit une activation du CD28 a la surface des LT. Ensuite, une augmentation de
I’expression de CD40L est induite qui, a son tour, se lie au récepteur CD40 exprimé par la CPA augmentant
davantage 1’expression de B7.1/B7.2 et renforcant la boucle de rétroaction positive CD28/CD40 (205).

(1) Lymphocytes LT CD4 : différenciation et réles

Aprés la phase de reconnaissance de 1’antigéne et 1’activation, les LT CD4+ subissent une
étape de prolifération et de différenciation en cellules effectrices ou auxiliaires. Ces cellules
jouent un rdle dans le recrutement des cellules de I'immunité innée et I’activation des LTCD8
cytotoxiques ainsi que les lymphocytes B. Le type de différenciation des LT CD4+ dépend des
cytokines secrétées par la CPA, et chaque population de LT CD4+ est définie par un profil de

cytokines particulier. On distingue :
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- L’IL-12 et ’'IFN-y sont essentiels pour 1’induction de lymphocytes «T helper 1» (Th1l).
L’IFN-y est la «signature » des cellules Thl puisque ce sont le seul sous-type a le
produire. Elles produisent aussi de I’'IL-2. Ces lymphocytes sont responsables de la
réponse immunitaire cytotoxique.

- Les lymphocytes « T helper 2 » (Th2) sont essenticllement induits par 1’IL-4, ils sont
caractérisés par un autre profil cytokinique avec une sécrétion majoritaire de 1’IL-4, I’IL-
5 et I’IL-13. Elles peuvent aussi produire du TNF-a. IIs soutiennent la différenciation des
lymphocytes B et sont impliqués dans les phénomeénes allergiques.

- La population Th17, obtenue par 1’action de I’IL-6 et du TGF-B, est caractérisée par la
sécrétion de I’IL-17A, I'IL-17F et I’IL-22 (« signatures » des Th17), elles secrétent aussi
de I’'IL-21, I’[L-26 et du TNF-a. Les Th17 sont impliquées dans le recrutement et
I’activation des cellules de I’immunité innée et dans plusieurs maladies inflammatoires et
auto-immunes.

- Le TGF-P et I’IL-2 sont nécessaires pour la différenciation en LT régulateurs (Treg). Les
Treg sécrétent deux cytokines anti-inflammatoires particuliéres 1’'TL-10 et le TGF-§ et
sont responsables de la tolérance vis-a-vis des molécules du soi et de 1’environnement
(211).

La différenciation des LT CD4+ est induite par la liaison des cytokines a leurs récepteurs
provoquant ainsi 1’activation des protéines de la famille « Signaling Transducer and Activator of
Transcription » (STAT). Cette activation augmente a son tour I’expression des facteurs de
transcription de plusieurs génes dont ceux des cytokines spécifique a chaque sous-population
créant ainsi les profils cytokiniques « signatures ». Chaque sous-population est caractérisée alors
par un ou plusieurs facteurs de transcription majeurs qui vont permettre la polarisation de la

cellule et I’inhibition du développement des autres profils (212) :

- Thbet (T-box transcription factor) et STAT4 pour les Thl

- GATA-3 et STAT6 pour les Th2

- RORyt (RAR-related orphan receptor gamma) et STAT 3 pour les Th17
- FoxP3 (forkhead box P3) pour les Treg
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Figure 26. Différenciation des LT CD4+ naifs. Chaque population de LT CD4 est caractérisée par un profil cytokinique et
transcriptionnel qui lui est spécifique (212).

(2) Lymphocytes T cytotoxiques CD8 : activation et

mécanisme d’action

Suite a un contact avec les CD matures au niveau des ganglions, les LT CD8+ naifs sont
activés. Le premier signal d’activation est la reconnaissance par le TCR de I’antigéne du
complexe CMH-I/peptide présenté a la surface des CD. D’autres co-signaux sont aussi
nécessaires pour une activation optimale d’un LT CD8+ naif, c’est a dire pour qu’il s’engage
dans une expansion clonale caractérisée par une prolifération des LT CD8+ spécifiques de
I’antigéne reconnu, et par leur différenciation en LT CD8+ effecteurs capables de tuer les
cellules infectées. Des récepteurs et des molécules de costimulation exprimés a la surface des CD
comme CD80, CD86, CD40 et CD2 interagissent avec leurs ligands respectifs CD28, CD40L et
CD58 exprimés a la surface des LT CD8+ (213). Des cytokines secrétées par les CD, comme

I’IL-2, I’IL-12, I'IL-15 et I’IL-18, participent aussi a ’activation et la différenciation des LT
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CDB8+. Apreés la reconnaissance antigenique, les LT CD8+ naifs se différencient en LT mémoires

et LT effecteurs ou cytotoxiques (CTL). On peut distinguer ces trois populations grace a des

différences phénotypiques et fonctionnelles (214).

Les LT cytotoxiques utilisent principalement deux voies de lyse (figure 27):

Voie perforine/granzyme : mécanisme le plus fréqguemment utilise, il est basé sur
I’exocytose polarisée par le CTL du contenu de granules cytotoxiques. Ceci aboutit a la
libération de protéines cytolytiques, dont les principales sont la perforine et les sérines
protéases de la famille des granzymes, notamment le granzyme B (GrB). Le Gr B est
ensuite internalisé dans la cellule cible par endocytose, puis est libéré dans le cytoplasme,
a travers les pores membranaires formé par la perforine, ou il active le programme
apoptotique (215).

Voie des récepteurs a domaine de mort : cette voie implique des ligands de la famille du
TNF exprimés par les CTL activés (FasL, TNF, TRAIL), qui vont engager des récepteurs
a domaine de mort appartenant a la famille des récepteurs de TNF (Fas, TNFRI, TRAIL-
R1/DR4, TRAIL-R2/DR5). Une fois le récepteur de mort est engagé par son ligand, il
recrute et active la caspase 8 dont I’activation va permettre de déclencher le programme

de mort apoptotique de la cellule cible (215).
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Figure 27. Voies de cytotoxicité des CTL. Les CTL utilisent deux types de mécanismes de cytotoxicité pour induire la mort des
cellules cibles : la voie perforine/Granzyme B et I’engagement de récepteurs a domaine de mort exprimés a la surface de la
cellule cible (215).
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I1.PRINCIPAUX MECANISMES IMMUNOREGULATEURS
DES CSM

Dans le chapitre 3, nous avons montré I’importance des propriétés immunologiques des
CSM, principalement immunosuppressives, qui jouent un role central dans leur potentiel
thérapeutique. Dans le tableau 1V figurent les facteurs essentiels impliqués dans
I’immunorégulation médiée par les CSM. Dans ce qui suit, les modes d’action de quelques-uns

seront détaillés.

Tableau 1V. Résumé des facteurs critiques pour I’immunosuppression médiée par les CSM (216).

Description et effet sur les cellules de I'immunité

Molécules exprimées par les CSM

IDO (indoléamine 2,3-dioxygénase)
PGE2 (prostaglandine E2)

SHLA-G (soluble human leukocyte Molécules qui inhibent la prolifération, la cytotoxicité, I'activation
antigen) Et la différenciation des cellules de I'immunité.
TGF-B Diminuent la sécrétion decytokines pro-inflammatoires.
IDO entraine l'apoptose des cellules T activées
Hmox1 (héme oxygénase) et PGE2 active les Treg (217,218).

HGF (hepatocyte growth factor)
NO (nitric oxide)

MMP-2 et MMP-9 Réduisent I'expression du marqueur de surface CD25 sur les LT et
(métalloprotéinases matricielles) inhibent leur prolifération (219).
) ; Protéines transmembranaires de co-stimulation jouant un réle important
PDL-1 (aussi appele B7-H1) et B7-H4 dans la suppression du systéme immunitaire.
Elles suppriment la prolifération et I'activation des LT.
FasL (Fas ligand) Elles diminuent leur sécretion de cytokines pro-inflammatoires.
FasL induit I'apoptose des LT actives (220).
M-CSF : L
) ) Inhibe la différenciation des monocytes (217).
(macrophage colony-stimulating factor)
IL10 (interleukine 10) et

. Active les cellules Trég (218).
LIF (leukemia inhibitory factor)

Inhibe le burst oxydatif des polynucléaires neutrophiles

IL
0 et s’oppose a leur apoptose (100,221).
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CCL1, CXCL1 (chemokine ligand 1, Glycoprotéines qui régulent la migration des cellules de
motifs C-C et CXC) I'immunité et activent les Treg (222).
TSG-6 (TNF-stimulated gene 6 protein) Inhibe de la migration des polynucléaires neutrophiles (221).

Module la prolifération, I'activation, I'adhésion et la migration des LT

Galectine-3 (223).

A.  Principaux facteurs solubles impliqués dans

I'immunomodulation par les CSM

a) Indoleamine-2,3-dioxygénase

L’indoleamine-2,3-dioxygénase (IDO) une enzyme intracellulaire et non sécrétée qui
contribue a la régulation immunitaire métabolique en induisant le catabolisme oxidatif du
tryptophane (TRP), un acide aminé essentiel, dans la voie de la kynurénine (KYN). IDO peut
modifier les réponses immunitaires de deux fagons : en produisant de la KYN, un ligand naturel
pour le récepteur aryl hydrocarbone (AhR : aryl hydrocarbon receptor) et en appauvrissant le
milieu en TRP. Le catabolisme du TRP induit par IDO génére des métabolites de la voie
kynurénine qui sont biologiquement actifs en tant que ligands du récepteur AhR. Les effets des
métabolites du TRP sur I’AhR apparaissent étre immunosuppresseurs, favorisant la
différenciation des LT en Treg FoxP3+ et la suppression des réponses immunitaires anti-
tumorales. L’autre effet d’IDO est la rapide consommation de TRP du microenvironnement
local. La déplétion en TRP agit comme un signal régulateur puissant via des acteurs moléculaires
répondant a la diminution des acides aminés tels que la GCN2 (general control nondepressible
2) et mTOR (mammalian target of rapamycin) (figure 28) (224).

IDO a été découverte en 1967 (225) et synthétisée pour la premiere fois en 1978. La
premiere étude décrivant le role d’IDO en tant qu’immunosuppresseur a été publiée par Munn et
al. qui ont montré son role dans la prévention du rejet de feetus allogénique (226) suggérant son
implication dans la tolérance foeto-maternelle. Depuis, plusieurs études ont clarifié les effets
immunosuppresseurs d’IDO, notamment via la déplétion locale du milieu en tryptophane ou
I’accumulation de métabolites toxiques notamment responsables de 1’arrét de prolifération et de

I’apoptose des lymphocytes T et des cellules NK, extrémement sensibles a une privation en
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tryptophane. De plus, la kynurénine agit également sur les cellules NK en inhibant 1I’expression

de certains récepteurs tels que NKp46 et NKG2D ainsi que leur activation (227).

IDO-expressing cell
(DC, M¢, etc)

$ KYN

Regulatory
T cell

& &

Effector cell Treg
suppression/anergy/death hyper-activation

Figure 28. Controle métabolique des réponses des cellules T et Treg via IDO. La production de KYN et la consommation de
TRP par les cellules exprimant IDO transmettent des signaux aux AhR et capteurs d’acides aminés (GCN2 et mTOR) qui ont des
effets importants sur les réponses des cellules T et Treg aux signaux inflammatoires et antigéniques. L’activité d’IDO favorise
aussi la différenciation des LT CD4+ naives (224).

IDO a été identifiée comme 'un des principaux facteurs immunosuppresseurs exprimés
par les CSM humaines (228). Meisel et al ont été les premiers a démontrer le role d’IDO dans
I’inhibition des réponses de cellules T allogéniques par les CSM-MO humaines. lls ont montré
que les CSM, inhibant la prolifération des cellules T, expriment IDO qui est fonctionnellement
active apres une stimulation par ’[FN-y. L’activité d’IDO consistant en une déplétion de TRP et
la production de KYN a été détectée dans les surnageants des co-cultures CSM/cellules T
allogéniques (229). Les études se sont succédées et ont confirme le role majeur joué par IDO

dans I’immunosuppression médiée par les CSM humaines de moelle osseuse (230), du fluide
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amniotique (231), du placenta (232), du tissu adipeux (233), du cordon ombilical (234,235) et
des tissus dentaires (236,237).

b) Interleukine-6

L’interleukine-6 (IL-6) est une cytokine pléiotropique se caractérisant par un large
spectre d’activités dans la régulation immunitaire, 1’hématopoieése, I’inflammation et
I’oncogenése. La pléiotropie et la redondance des fonctions de I’IL-6 ont été identifiées par la
caractérisation d’un systeme unique de récepteurs comprenant deux protéines fonctionnelles : un
récepteur spécifique de I’IL-6 (IL-6R) et gp130, un transducteur de signal des cytokines liées a
I’IL-6. La transduction du signal via gp130 est médiée par deux voies de signalisation : les voies
JAK-STAT (JAK : Janus kinase ; STAT : signal transducer and activator of transcription) et
Ras-MAPK (mitogen-activated protein kinase) (figure 29).

L’IL-6 a été tout d’abord découverte dans les surnageants des cellules T stimulées par de
la phytohémagglutinine (PHA) ou elle a induit la différenciation finale des cellules B en cellules
sécrétrices d’immunoglobulines. Les études qui ont émergé par la suite suggerent que 1’IL-6 est
un signal clé permettant la transition de la réponse immunitaire innée initiale & une réponse
adaptative (238). Des données récentes suggerent également un réle régulateur essentiel de 1’'IL-
6 dans la différenciation des cellules T naives en cellules Th17 (239) en présence de TGF-p
(240). Le TGF-B seul induit la différenciation des LT CD4+ naives en Treg, tandis que I’ajout de
I’IL-6 détourne la différenciation vers la sous-population Th17 (239).

Il a été démontré que les CSM produisent de I’IL-6 avec un rble probablement pro-
inflammatoire (241,242). Cependant, il a été récemment démontré que 1’TL-6 est impliquée dans
la suppression de la prolifération des cellules T et de I’inflammation locale (243,244), et qu’elle
contribue a l’activité immunorégulatrice des CSM (245,246). La modulation de la réponse
immunitaire par I’IL-6 secrétée par les CSM passe par la voie de signalisation JAK-STAT3
(247).
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Figure 29. Transduction du signal de I’IL-6 par la voie JAK/STAT. La stimulation par I’IL-6 induit une
homodimérisation du récepteur gp130 activant (par phosphorylation) les protéines JAKs et Stat 1 et 3. Les Stat 1 et 3
activées forment des homo- ou hétérodiméres ce qui induit I’activation des génes cibles (248).

¢) Prostaglandine E2

Les prostaglandines (PG) sont des petites molécules dérivées de 1’acide arachidonique et
produites par les cyclooxygénases (COX ; COX1 la cyclooxygénase constitutivement active et
COX2 inductible) et les PG synthases avec une contribution relativement mineure de la voie
isoprostane. Les taux locaux de PGE2, le produit principal des COX dans les cellules stromales
et myéloides, sont régulés par un équilibre entre la synthese induite par COX2 et la dégradation
de la PGE2 mediée par la 15-hydroxyprostaglandine déhydrogénase (15-PGDH). L’expression
des récepteurs de la PGE2 (EP1-EP4) sur plusieurs types cellulaires reflete les fonctions
ubiquitaires de la PGE2 intervenant dans la nociception et d’autres aspects de la signalisation

neurale, I’hématopoicse, la régulation du débit sanguin, la filtration rénale et la pression
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sanguine, la régulation de I’intégrité des muqueuses, la perméabilité vasculaire et la fonction du

muscle lisse (249).

La PGEZ2 joue aussi un role clé dans la régulation de différents mécanismes effecteurs des
réponses immunitaires. Bien que généralement reconnue en tant que médiateur de
I’inflammation, favorisant la vasodilatation, I’attraction et 1’activation précoce des neutrophiles
et des macrophages, la PGE2 peut aussi induire la production de la cytokine suppressive IL-10 et
supprimer directement la production de plusieurs cytokines pro-inflammatoires permettant de
limiter I’inflammation non spécifique, favorisant I’'immunosuppression associée a I’inflammation

chronique et au cancer (250,251).
La PGE2 affecte difféeremment les fonctions de différentes cellules effectrices :

- Elle supprime les fonctions cytolytiques effectrices des cellules NK en inhibant leur
réactivité vis-a-vis des interleukines 1L-12, IL-15 (252,253) et IL-2, et inhibe aussi la
production de I’IFN-y par les cellules NK (254).

- La PGE2 inhibe les phases précoces de différenciation des CD (255), et récemment il a
été montré que les CD résultantes sont capables de supprimer la réactivité des CTL (256).

- Elle a des effets suppressifs sur I’activation et 1’expansion des cellules T naives, dont
I’inhibition de la production de I’'IL-2 ainsi que I’inhibition de I’expression du récepteur
de I’IL-2 et de la protéine JAK3 qui sont responsables de la réactivité des cellules T en
réponse a I’'IL-2 (257,258). A des faibles concentrations, la PGE2 montre des effets
modulateurs importants en détournant la réponse immunitaire Thl des LT CD4+ vers les
réponses Th2 et Th17 qui médient des réponses immunitaires moins destructives (249).

- 1l a été démontré que la PGE2 et la COX2 favorisent la différenciation des précurseurs
naifs en cellules Treg (259), la PGE2 induit ’interaction des CD avec les Treg ce qui
laisse suggeérer qu’elle pourrait aussi contribuer a I’expansion de Treg préexistants (260).

En outre, la PGE2 est aussi impliquée dans 1’activité suppressive des Treg (261).

La PGE2 est aussi impliquée dans 1’activité immunosuppressive des CSM. Sa production
par les CSM est augmentée par une stimulation par la TNF-a ou I’INF-y, son inhibition par des
inhibiteurs spécifiques restaure la prolifération des LT (241). Il a été montré que la PGE2

secrétée par les CSM agit sur les macrophages en stimulant la production de 1’IL-10 et sur les

104



Chapitre 4 : Grands Principes de 'lmmunobiologie et Principaux Mécanismes Régulateurs des CSM

monocytes en bloquant leur différenciation en CD (171,262). Il est intéressant de noter aussi
qu’en présence de la PGE2, les effets d’IDO dans I’immunorégulation des CSM sur la
prolifération des cellules T et ’activation des cellules NK sont amplifiés (263,264).

d) TGF-B/HGF

De nombreuses études ont démontré que les CSM étaient capables d’inhiber la
prolifération des LT induites par des alloantigenes, des mitogenes, ou des anticorps anti-CD3 ou
CD28 (265,266). Parmi les mediateurs sécrétés par les CSM, Le TGF-B et ’'HGF sont des
facteurs solubles qui semblent avoir une forte activité immunomodulatrice sur la réponse T. En
effet, il a ét¢ montré que des anticorps neutralisant 1’action du TGF-f et de 'HGF étaient
susceptibles de restaurer la prolifération T inhibée par les CSM. D’autres études ont également
montré que le TGF sécrété par les CSM jouerait un role dans 1’induction de Treg (267,268).
D’autres études suggerent aussi un impact du TGF-f sur le fonctionnement des cellules NK.
Zhao et al. ont notamment observé qu’il était susceptible d’affecter leur fonctionnement en

diminuant I’expression du récepteur activateur NKG2D (269).

e) MMP-2 et MMP-9

Les métalloprotéinases matricielles encore appelées matrixines, sont des endoprotéinases
dépendantes du calcium et du zinc. Elles sont impliquées dans une grande variété de processus
physiologiques ou pathologiques, tels que la migration, la réparation tissulaire ou I’inflammation.
Leurs capacités a altérer le fonctionnement de nombreuses enzymes, protéines ou récepteurs
suggerent qu’elles peuvent €tre impliquées dans le fonctionnement de nombreuses cellules.
Ainsi, en ce qui concerne les CSM, certaines molécules d’adhésion et certains composants de la

matrice extracellulaire qu’elles synthétisent deviennent fonctionnels aprés protéolyse par les
MMP (270).

Certaines études ont démontré que les MMP, notamment les MMP-2 et 9 jouent un réle
dans la différenciation notamment adipogénique des CSM (271). Il a également été observé que
ces deux MMP auraient un réle a jouer dans les propriétés immunosuppressives des CSM. En
effet, Ding Y. et al ont observé que les CSM étaient capables de prévenir le rejet de greffe
allogénique d’ilots de Langerhans réalisées dans un modele murin (219). Ils ont pu déterminer

que ce phénomene était dii a ’action immunosuppressive des MMP. Dans ce modele, les MMP

105



Chapitre 4 : Grands Principes de 'lmmunobiologie et Principaux Mécanismes Régulateurs des CSM

¢taient capables de cliver le CD25, marqueur d’activation et récepteur de I’'IL-2 sur les
lymphocytes T, induisant ainsi une absence de réponse a I’IL-2 et une inhibition de leur
prolifération. L’ajout d’un inhibiteur de MMP dans des co-cultures CSM/ LT restaurait la

prolifération de ces derniers en réponse a I’IL-2.

Des résultats similaires concernant les effets immunosuppresseurs des MMP ont été
observés dans un autre modele murin (272). Dans cette étude, les auteurs ont testé 1’effet du
milieu conditionné des CSM sur les LT. Parmi les effets observés, le milieu conditionné induisait
I’apoptose des LT et une réduction de la production d’IL-2. L’implication des MMP dans les
effets observés a été demontrée en utilisant un inhibiteur qui a permis de restaurer la production
d’IL-2 tout en évitant le clivage du CD25. Cependant, I’ajout de I’inhibiteur de MMP n’a pas
permis de restaurer compléetement la prolifération T. Cela suggeére que les MMP ne sont pas les
seuls médiateurs impliqués dans I’inhibition de la prolifération médiée par le milieu conditionné
des CSM.

B. Principales molécules de contact impliquées dans

I'immunomodulation

Parmi les nombreuses molécules exprimées a la surface des CSM et pouvant jouer un role
dans ’effet immunosuppresseur des CSM, nous nous focaliserons sur les molécules PDL1/
B7H1 et FasL.

a) Programmed death ligand 1

Programmed death ligand 1 (PD-L1) connu aussi sous le nom de B7-H1 (B7 homolog 1)
ou CD274 est un des deux ligands du récepteur PD-1. 1l peut étre exprimé par les cellules de la
lignée hématopoiétique dont les cellules T, cellules B, monocytes, CD et macrophages activés,
mais aussi par les cellules des tissus non hématopoiétiques avec un taux d’expression variant
entre intermédiaire et éleve détecté dans le cceur, le muscle squelettique, le placenta, les
poumons, les reins et le foie. La voie PD-1/PD-L1 induit une inhibition des fonctions des cellules
B et T (273). De plus, Francisco et al. ont proposé que PD-L1 peut induire la différenciation des
LT CD4+ naives en Treg, médiateurs clé de la tolérance périphérique induisant la suppression
des cellules T effectrices (274). PD-L1 peut aussi transmettre un signal inhibiteur en se liant a
B7.1 (275).
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Il a été démontré que les CSM-MO expriment PD-L1 et que son expression est
augmentée par I’INF-y. L’inhibition de I’expression de PD-L1 par les CSM restaure la
prolifération des cellules T montrant I’effet crucial que jouerait ce ligand, dont I’expression est
stimulée par I’'INF-y, dans I’'immunosuppression assurée par les CSM (276,277). L’expression de
PD-L1 a été aussi démontrée sur les CSM du cordon ombilical. Tipnis et al. ont montré qu’en
plus de I’inhibition de la prolifération des cellules T, PD-L1 intervient dans I’induction des Treg
et ’inhibition de la différenciation des CD (234). Plus tard, Luz-Crawford et al. ont demontré le
role de I’augmentation de I’expression de PDL-1 dans I’immunosuppression exercée par les
CSM sur les cellules Th17 matures (278). Trés récemment, les effets de PD-L1 sur I’adhésion, la

migration et I’immunosuppression relatives aux CSM de placenta ont éte prouvés (220,279,280).

b) Fas ligand

L’interaction entre la molécule Fas et son ligand Fas-L a la surface d’une cellule
provoque la destruction de cette cellule par un mécanisme de mort cellulaire programmée ou
apoptose. Cette interaction peut avoir lieu entre une cellule cible portant la molécule Fas et une
cellule tueuse portant la molécule FasL, ou a la surface d’une méme cellule portant ces deux

molécules (281). Le mode d’action de I’axe Fas/FasL a été déja mentionné précédemment.

Akiyama et al. ont confirmé la contribution de FasL dans I’induction de I’apoptose des cellules T
médiée par les CSM (282). Le mécanisme décrit repose sur une augmentation de la sécrétion, par
les CSM, de la protéine-1 chimiotactique des monocytes (MCP-1: monocyte chemotactic
protein) qui a son tour recrute les cellules T pour déclencher leur apoptose par le systeme Fas.
Les cellules T apoptotiques stimulent la sécrétion d’importantes concentrations de TGF-f par les
macrophages menant alors a une augmentation des Treg CD4+CD25+Foxp3+. L’inhibition de
I’expression de FasL par les CSM réduit significativement 1’effet immunosupresseur ainsi que

I’apoptose exercés sur les cellules T (220).
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Chapitre 5 : Influence du pourcentage de
sérum sur le comportement des CSM-GW

. Introduction

La premiére partie de ce projet de these consistait différencier les CSM-GW en cellules
endothéliales-« like » pour ensuite étudier les capacités immunomodulatrices de ces derniéres.
Pour réaliser la premiére étape de ce travail, il était essentiel de mettre au point un protocole de
différenciation endothéliale qui soit bien adapté au type cellulaire utilisé. Les travaux du
laboratoire pendant une dizaine d’années ont réussi a développer un protocole efficace pour
activer les surfaces de culture (verre, le plastique, matrice d’artéres décellularisées, ...) et les
rendre adhérantes vis-a-vis de divers types cellulaires. Il s’agit des films multicouches de
polyélectrolytes type PAH/PSS. Les résultats ont mis en évidence une amélioration, in vitro, de
I’adhésion, la viabilité et la différenciation endothéliale des EPC (8) et des CSM-MO (70). Si la
construction (PAH-PSS)s-PAH (en terminant par une couche chargée positivement) a donné des
résultats encourageant avec les EPC et les CSM-MO, il en était pas de méme pour les CSM-GW
ce qui laisse suggérer que ces dernieres ont un comportement différent in vitro. En effet, les
CSM-GW forment, aprées 10 jours de culture, des structures nodulaires, phénomene présentant
un facteur limitant pour une utilisation en ingénierie vasculaire. Deux approches ont été

proposées pour essayer de remédier a ce probleme :

- La modification de la charge de la derniére couche des films en terminant alors par PSS,
la nouvelle structure sera (PAH-PSS)4. (283).

- L’évaluation de I’effet de la teneur du milieu de culture en sérum de veau feetal (SVF)
sur le comportement des CSM-GW ensemencées sur les 4 bicouches de PAH/PSS, c¢’est

I’approche adaptée dans 1’étude qu’on va présenter.

Il. Texte de ’article

Cet article a été publié dans le journal « Biomedical Materials and Engineering » suite a
une communication affichée dans le programme des 7émes journées scientifiques du « Pdle

Lorrain d’Ingénierie du Cartilage ».
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Abstract.

BACKGROUND: Mesenchymal stem cells (MSCs) are multipotent cells able to differentiate into several lineages with valu-
able applications in regenerative medicine. MSCs differentiation is highly dependent on physicochemical properties of the
culture substrate, cell density and on culture medium composition.

OBJECTIVE: In this study, we assessed the influence of fetal bovine serum (FBS) level on Wharton’s jelly (WJ)-MSCs
behavior seeded on polyelectrolyte multilayer films (PEMF) made of four bilayers of poly-allylamine hydrochloride (PAH) as
polycation and poly-styrene sulfonate (PSS) as polyanion.

METHODS: MSCs isolated from WJ by explants method were amplified until the third passage. Their phenotypic character-
ization was performed by flow cytometry analyses. MSCs were seeded on PEMF, in Endothelial growth medium-2 (EGM-2)
supplemented by either 5% or 2% FBS. Cell’s behavior was monitored for 20 days by optical microscopy and immunofluores-
cence.

RESULTS: Until 2 weeks on glass slides, no difference was observed whatever the FBS percentage. Then with 5% FBS, MSCs
formed three-dimensional spheroids on PSS/PAH after 20 days of culture with a nuclear aggregate. Whereas, with 2% FBS,
these spheroids did not appear and cells grown in 2D conserved the fibroblast-like morphology.

CONCLUSIONS: The decrease of FBS percentage from 5% to 2% avoids 3D cell spheroids formation on PAH/PSS. Such
results could guide bioengineering towards building 2D structures like cell layers or 3D structures by increasing the osteogenic
or chondrogenic differentiation potential of MSCs.

Keywords: MSCs, fetal bovine serum, spheroids, tissue engineering

1. Introduction

Cell sources considerations hamper progress in many areas of tissue engineering, including vascular
regeneration [1]. Despite significant progress toward development of biomaterials and methods to cul-
tivate 3D vascular constructs, cell sourcing remains a major challenge for tissue engineering. Mature
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cells from tissue of origin may be difficult to obtain and suffer from limited proliferative capacity, which
may further decline as a function of donor age and health. Isolation of smooth muscle and endothelial
cells injures the donor site and may also be limited by the health and age of the patient. Moreover, ma-
ture cell amplification decease their function and involve cell dedifferentiation [2]. On the other hand,
multipotent and pluripotent stem cells have tremendous potential to provide large numbers of cells with
a great differentiation capacity towards vascular lineages, and can be used, as an alternative source of
mature cells, in engineering of functional and implantable vascular tissues. Specifically, mesenchymal
stem cells (MSCs) are a promising tool and have valuable applications in regenerative medicine based
on the tissue engineering concept [3].

MSCs are a population of cells which maintain a self-renewal capacity for extended periods [4,5],
and have the ability to generate a large quantity of different cell types. Although bone marrow (BM)
is actually the main source for both experimental and clinical studies, the use of BM-derived MSCs
is not always acceptable due to the high degree of viral exposure, the possibility of donor morbidity,
and the significant decreases in cell number and proliferation/differentiation capacity with age [6]. Thus
investigators have worked to identify other abundant and easily attainable source of MSCs for thera-
peutic use. In this regard, Wharton’s jelly (WJ) has been established as an alternative to BM source of
MSCs [7]. MSCs isolated from the umbilical cord harvesting are of great importance because they are
pluripotent which under appropriate conditions can differentiate into many cell types including neurons,
cardiomyocytes, smooth muscle, insulin secreting cells, cartilage and osteocytes [8].

Several groups are studying the feasibility of using human WJ-MSCs as endothelial cell progenitors
to engineer small-diameter human vessels with substantial histological and molecular similarity to na-
tive ones after optimization of the culture conditions. Indeed, studies have shown that the differentiation
of MSCs is highly dependent on the mechanical environment of substrate [9,10] and on the culture
medium (growth factors, serum content) [11]. One of the main components of the culture medium is
fetal bovine serum (FBS). FBS may contain many components, including proteins, electrolytes, lipids,
carbohydrates, attachment factors, hormones, enzymes and inhibitory factors [12]. Many of the sub-
stances in serum are related to factors that have been shown to have a large effect on the adhesion and
differentiation of MSCs. Although the identities and concentrations of these substances in serum are not
well characterized, we worked out the impact of the optimal concentration of FBS for the culture and
differentiation of MSCs.

To improve cell adhesion and differentiation, several protocols proposed to cover conventional culture
supports by molecules of the extracellular matrix like: fibronectin, collagen type I ... whereas these
proteins can not allow a cell adhesion as effective as the multilayer films [13]. Our lab’s studies fo-
cused on the evaluation of the effect of polyelectrolyte multilayer films (PEMF) made of polyallylamine
hydrochloride (PAH) and polystyrene sulfonate (PSS), on the differentiation of progenitor cells into vas-
cular cells. Berthelemy et al. demonstrated a significant increase of cell differentiation in contact with
such a PEMF, compared to that observed on control surface [14]. The architecture corresponding to
deposited PAH/PSS layers showed the best conditions for the culture of human WJ-MSC. FBS-based
medium is conventional for isolation and expansion of MSCs and has been used in several clinical trials
[15]. In order to optimize the culture conditions, on our selected antithrombogenic PEMF ((PAH-PSS),)
which allowed an effective cell adhesion, this work focused on the influence of FBS concentration on
the behavior of WJ-MSCs after one week of culture.
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2. Material and methods
2.1. Building of Polyelectrolyte Multilayer Films (PEMF)

Anionic PSS (MW = 70,000 Da) and cationic PAH (MW = 70,000 Da) were purchased from
Sigma Aldrich. The PEMF were built on cover glasses from polyelectrolyte solutions (PSS and PAH)
at 1 mg/ml, dissolved in Tris (1072 M)/NaCl (15 x 10~2 M) solution. Each experiment was preceded
by a cleaning step of the cover glasses (diameter: 34.7 mm) for 15 min at 100°C with 10~2 M sodium
dodecyl sulfate (SDS: Sigma Aldrich). This procedure was followed by an extensive ultrapure water
rinse. Glasses were then brought in contact for 15 min at 100°C with 10~! M hydrochloric acid and
finally extensively rinsed with ultrapure water (Millipore). The cover glasses were then placed in 6-well
plates and PAH solution was incubated for 5 min at room temperature. Then, the polyanion (PSS) was
adsorbed for 5 min. Each polyelectrolyte adsorption was followed by an intensive Tris/NaCl solution
rinse. Eight alternate depositions of polycationic PAH and polyanionic PSS layers were built up.

2.2. Isolation and culture of MSCs from Wharton’s jelly umbilical cord

Fresh human umbilical cords were obtained after full-term births with informed consent using the
guidelines approved by the CHU of Nancy. Briefly, after rinsing in Hank’s Balanced Salt Solution
(HBSS) (Sigma) solution, cords were aseptically stored at 4°C in sterile saline until processing. Next,
umbilical cord vessels were removed manually from cord segments, and the exposed Wharton’s jelly was
cut into very small pieces or explants of approx 1-2 mm. These explants were cultured in proliferation
medium: alpha-MEM (Lonza) supplemented with 10% decomplemented FBS (Sigma) and 1% antibi-
otics (Penicillin and Fungizon®). Medium was changed every 2 days until the third passage. WJ-MSCs
were used at the fourth passage and accordingly seeded at 3000 cells/cm? on (PSS/PAH), film and glass
slides (control) in a-MEM medium and incubated at 37°C under normoxic environment (21% O,, 5%
CO»,) and cultured until 80% of cell confluence.

2.3. Immunophenotyping

To detect cell surface antigens, cultured adherent cells after detachment with Trypsin-EDTA, were
washed with phosphate-buffer saline (PBS) (Gibco). Cells were immunolabelled with the following anti-
human antibodies: CD90-FITC, CD105-PE (Dako), CD34-FITC, CD45-FITC, CD73-PE, CD86-PE and
HLA-DR-PE (BD Pharmingen, France). As controls, mouse IgG1-PE, IgG1-FITC and IgG1-HLA-DR
(BD Pharmingen, France) were used. At least 10,000 events were acquired on BD FACS Calibur® flow
cytometer, and the results were analyzed using WinMDI v2.8 software.

2.4. Cell stimulation

Once WJ-MSCs reached 80% of confluence, they were stimulated with appropriate medium (EBM-2)
(Lonza) supplemented with either 5% FBS, and growth supplements (Single Quotes) including hydro-
cortisone, human epidermal growth factor (hEGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), human
fibroblast growth factor-b (hFGF-b), human R-3-insulin like growth factor-1 (R3-IGF-1), ascorbic acid,
heparin and gentamicin/amphotericin-B. Medium was changed twice per week for 2 weeks.
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2.5. Cell morphology

WIJ-MSCs cultured on both surfaces (glass slides and (PSS/PAH),) were observed by optical mi-
croscopy (Nikon Diaphot, VFX-DX, Japan) to evaluate their morphology after 20 days of culture.

2.6. Nuclei staining

WI-MSCs seeded on (PAH/PSS), were incubated with DAPI (Calbiochem; vwr international), DNA
intercalating agent, for 5 min at room temperature. Different fields were observed by fluorescence mi-
croscopy (Zeiss microscopy, Japan) and then cell’s behavior was compared in photographs.

3. Results
3.1. Characterization of WJ-MSCs

Results are representative of those obtained using 3 umbilical cords. MSCs displayed a homogeneous
fibroblast-like morphology with a positive expression of CD73, CD90 and CD105 (MSCs surface anti-
gen markers), and a negative expression of CD34, CD45 (hematopoietic lineage markers), HLA-DR
(MHC-class II) and CD86 (co-stimulatory molecule). Because WJ-MSCs expressed mesenchymal stem
cells markers and did not express hematopoietic markers, they may be all considered mesenchymal
origin.

3.2. Influence of FBS percentage on the morphology of WJ-MSCs

Microscopic observation showed that, after 20 days, MSCs cultured with 5% FBS formed three-
dimensional spheroids on (PSS/PAH),. Spheroids did not appear when FBS percentage was reduced
from 5% to 2% and cells grew, on (PSS/PAH),, in a monolayer aspect conserving the fibroblast-like mor-
phology. MSCs cultured on glass slides, with 5% FBS showed normal monolayer growth after 20 days
and reduction of FBS percentage to 2% had no effect on the behavior of these cells (Fig. 1).

3.3. Influence of FBS percentage on the nuclei repartition of WJ-MSCs

We investigated characteristics of spheroids (three dimensional) compared to monolayer cells (two di-
mensional) in order to further characterize them. DAPI staining showed nuclear aggregates when MSCs
were cultured with 5% FBS on (PSS/PAH). Once percentage of FBS was reduced to 2%, a regular repar-
tition of nuclei appeared. MSCs cultured on glass slides showed a normal repartition of nuclei whatever
FBS percentage (Fig. 2). These results are consistent with those of optical microscopy.

4. Discussion

Stem cells have the ability to renew themselves and can be differentiated into specialized types: neu-
rons, cardiomyocytes, muscle, insulin secreting cells, cartilage and osteocytes, upon numerous induc-
tions. They are considered as good cell sources for tissue engineering. However, pluripotent stem cells
can lose their stemness properties due to the in vitro culture environment. Embryonic stem cells (ESCs)
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5% FBS 2% FBS

MSCs on
PSS/PAH

MSCs on
glass slides

Fig. 1. Effect of FBS percentage on the WJ-MSCs cultured on PSS/PAH films and on glass slides in appropriate medium

(EGM-2, Lonza®). Morphology of cells cultured on PSS/PAH and glass slides after 20 days in appropriate medium with 5%
(a), (c) and 2% FBS (b), (d). The scale bar represents 50 um (Nikon Diaphot, VFX-DX).

5% FBS 2% FBS

MSCs on

PSS/PAH

MSCs on
glass slides

Fig. 2. Effect of FBS percentage on the WJ-MSCs cultured on PSS/PAH films and on glass slides in appropriate medium
(EGM2, Lonza®). Photos of MSCs immunostained with DAPI after 20 days of culture in appropriate medium with 5%
(a), (c) and 2% FBS (b), (d) (Zeiss microscopy, objective x20). (Colors are visible in the online version of the article;
http://dx.doi.org/10.3233/BME-130751.)
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would be perfect because of their capacity to differentiate into virtually every kind of specialized cell in
human body. However, the use of fertilized eggs to harvest ESCs is ethically controversial and involve
teratoma formation after their implantation [16], which has rendered their clinical application difficult.
On the contrary, tissue-specific adult stem cells, particularly MSCs, exhibit few ethical issues regarding
their procurement, and thus have drawn much attention to their potential application in tissue engineer-
ing [16].

Different studies showed that MSCs behavior is highly dependent on physicochemical properties of
the culture substrate. Recent literature has shown that collagen coating allowed an effective MSCs adhe-
sion but it’s essential for platelet aggregation and activation [17]. Moreover, fibronectin coated surfaces
had enhancing effect on cell adhesion, however it suffers from being hydrolyzed and so there is a need
for another substrate for clinical use [13].

In this report, we have used (PAH-PSS), films as substrate for mesenchymal stem cells differentiation.
Cell types such as endothelial cells [18] fibroblasts [19] osteoblastic cells [20] and hepatocytes [21] have
been cultured on these films. As a general rule, adhesion and proliferation on these films are very good,
which may be attributed partly to the presence of sulfonate groups. Moreover anti-inflammatory and
antithrombogenic properties of this PEMF were also a reason for their selection [22]. Before seeding
WIJ-MSCs on this chosen support, we have examined their immune phenotype. No single marker was
identified so far predictably defining MSC. Traditionally culture expanded MSCs are described to be
negative for hematopoietic markers including CD45, CD14, CD34, as well as for the endothelial markers
CD31, CD144. On the contrary MSCs express CD29, CD44, CD73, CD90, CD105 and CD146. In
addition, MSCs are described by the expression of HLA class I but the absence of HLA class II and
co-stimulatory molecules such as CD80 and CD86 [7,23]. Indeed our cells satisfied this panel.

We induced MSCs culture in commercial medium (EGM-2) supplemented with 5% FBS as recom-
mended by Lonza. After a week of culture, MSCs were organized to form 3D spheroids on PAH-PSS
architecture which was not the case on glass slides. Since studies have shown that the comportment of
WIJ-MSC:s is highly dependent on mechanical environment of matrices [9] and on the culture conditions
(growth factors, serum content, O, percentage . . .) [24], we worked out the percentage of FBS in EGM-2
medium and observed that within 2% FBS, cells developed in monolayers and remained fibroblast-like
morphology.

Growing stem cells as spheres has been described in many research fields, such as tumourigenesis,
pharmacogenetics, embryoid body formation from ESCs, and neurospheres from neuroprogenitors [25].
Bone marrow-derived MSCs have been induced to form 3D spheroids in recent years by culturing cells
in microwells [26] or on micropatterned surfaces [26,27]. hBMSC spheroids on microfabricated surfaces
had a more efficient osteogenic [25] or adipogenic differentiation [26,27]. However, no study has exam-
ined the automatic spheroid formation on a flat biomaterial, the stemness gene expression associated
with MSC spheroids, or their chondrogenesis potential.

5. Conclusion

Therefore, the reduction of the percentage of FBS from 5% to 2% avoids 3D cell spheroids formation
on PAH/PSS. Such structures may serve to maintain the self-renewal of MSCs and could guide bioengi-
neering towards building 2D structures like cell layers or 3D structures by increasing the osteogenic or
chondrogenic differentiation potential of MSCs. After solving the problem of spheroid like aspect, we
will expand our study towards the expression of endothelial markers.
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1. Résultats et discussion de ’article

Les CSM sont généralement caractérisées par un profil d’expression de certains
marqueurs. Elles n’expriment pas les marqueurs hématopoiétiques CD34, CD45 et CDI14, les
marqueurs endothéliaux tels que CD31 et CD144, les molécules du CMH-I1 tels que HLA-DR ni
les molécules de co-stimulation tels que CD86 et CD80. Par contre, elles sont connues pour leur
expression des marqueurs CD90, CD73, CD105, CD146 et CD29 avec une faible expression des
molécules du CMH-I (284). La caractérisation de nos cellules montre qu’elles présentent ce

panel d’expression et confirme leur caractére mésenchymateux.

Afin d’obtenir une différenciation endothéliale, les cellules ont été cultivées au 4°™e
passage sur les films (PAH-PSS), a une densité de 3000 cellules/cm? et stimulées dans le milieu
commercial (EGM2-Lonza) supplémenté avec 5% de SVF selon les recommandations du
fournisseur. Aprées une semaine de culture, les CSM ont présenté une organisation en structures
sphéroides tridimensionnelles sur les films mais pas sur les lames de verres considérées comme
contréles négatifs du support. Les études montrent que le comportement des CSM varie
largement avec 1’environnement mécanique des matrices (285) et des conditions de culture
(concentration en sérum, facteurs de croissance, pourcentage d’0O2...) (286). La majorité des
protocoles de différenciation de CSM utilisés de nos jours utilisent des milieux supplémentés par
du SVF du fait de la richesse de ce dernier en nutriments et facteurs de croissance. Alors que des
concentrations comprises entre 10 et 20% sont utilisées pour ’amplification des CSM, la
différenciation de ces cellules requiert généralement des concentrations variant entre 1 et
2% (287). L’effet que peut porter le sérum sur les propriétés et le comportement des CSM nous a
incités a évaluer, dans nos conditions de différenciation, 1’influence du SVF sur la conduite des
CSM sur les films (PAH-PSS)a. Les résultats obtenus montrent qu’en diminuant le pourcentage
de SVF de 5% a 2%, les cellules se développent en monocouche avec une répartition réguliére et

normale des noyaux sans former des agrégats.

La formation de sphéroides tridimensionnels par les CSM, par culture dans des
micropuits, a déja été decrite par Wang et al. qui ont montré que ces structures ont un potentiel

de différenciation ostéogénique et adipogénique (288).
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Les résultats obtenus montre le pourcentage de SVF dans le milieu de culture est un
facteur déterminant du comportement des CSM-GW sur les films (PAH-PSS)4.
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Chapitre 6 : Les propriétés immunomodulatrices des
CSM-GW  sont légerement modifiées apres
différenciation vers un phénotype endothélial:

impact sur les cellules T et NK.

. Introduction

L’occlusion vasculaire reste la principale cause de décés dans les pays occidentaux,
malgré les progres constants réalisés dans les méthodes de traitements conventionnels pour la
prise en charge de cette pathologie. Parmi ceux-ci, la chirurgie vasculaire, telle que la chirurgie
de pontage de l'artére coronaire, nécessite des substituts vasculaires biologiquement actifs.
Cependant, le manque de greffons autologues disponibles a conduit, au cours de la derniere
décennie, au développement de l'ingénierie tissulaire vasculaire qui est devenue l'un des
domaines les plus prometteurs dans la recherche, et commence a avoir du succes dans les
applications cliniques. Pour l'ingénierie tissulaire vasculaire, les cellules autologues ont été
considérées pendant longtemps comme les « gold standard » du fait que leur utilisation n’est pas
soumise aux contraintes immunologiques et éthiques que présentent les cellules allo- ou
xenogiques. Cependant, I'utilisation de cellules autologues, telles que les cellules endothéliales
matures ou les cellules musculaires lisses, est confrontée a une variabilité de 1’efficacité
thérapeutique qui varie selon les donneurs, et & un risque de dédifférenciation des cellules pour
des périodes de culture prolongées. L'idéal serait d'utiliser une source de cellules alternatives qui
soient allogéniques, non immunogenes, avec un potentiel de prolifération élevé et une capacité

de se différencier en cellules utiles pour lI'ingénierie tissulaire vasculaire.

Le but de cette étude est d’évaluer si les CSM-GW différenciées en cellules endothéliales
pourraient présenter une source alternative remplacant les cellules autologues matures. Les
CSM-GW sont reconnues pour leurs propriétés immunomodulatrices : elles sont des cellules
immunoprivilégiées pouvant échapper aux mécanismes de défenses immunitaires et
immunosuppressives. Ces propriétés sont trés importantes et les premiéres a considérer en cas de

transplantation in vivo, d’ou la nécessité de vérifier si les cellules endothéliales différenciées a
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partir de CSM-GW conservent ces propriétes afin de savoir si elles seront tolérees par le systeme

immunitaire du receveur.

Cette ¢tude est la premicre, a notre connaissance, a évaluer I’immunogénicité et
I’immunosuppression des CSM-GW aprés différenciation en cellules endothéliales pour une
utilisation en ingenierie tissulaire vasculaire. Afin de tester les effets immunomodulateurs avant
et apres différenciation sur la prolifération et activation des cellules immunitaires, nous avons
réalisé des co-cultures avec des CMN du sang périphérique, des cellules T et NK, puis nous

avons essay¢ d’identifier les facteurs et mécanismes impliqués dans ces effets.

I1. Article

La version présentée ci-dessous n’est pas la version finale, des manipulations sont
toujours en cours pour compléter au mieux les résultats et faire les analyses statistiques. La

version definitive a soumettre est prévue pour fin aodt.
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Abstract

Wharton’s Jelly mesenchymal stem cells (WJ-MSCs) are promising candidates for tissue
engineering by virtue of their important immunomodulatory functions that allow them to escape
immune recognition and to suppress several immune cells functions. However, few studies have
investigated the effect of MSCs differentiation on these functions. To this end, we sought to
determine the impact of endothelial differentiation on the immunomodulatory capacities of WJ-
MSCs. After differentiation, endothelial like cells (ELCs) were positive for CD31, VE-Cadherin
and VEGF-R2 and able to uptake acetylated low density lipoproteins. The expression of HLA-
DR and CD86 involved in MSCs immunoprivilege was still weak after differentiation. ELCs or
WJ-MSCs were then co-cultured with peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), purified T
or NK cells either in direct contact or not. The proliferation and phenotype of immune cells were
analyzed and the mediators secreted by ELCs and WJ-MSCs were quantified. The inhibition of
immune cells proliferation by both WJ-MSCs and ELCs was associated with metalloproteinases
(MMPs)-2 and -9 detection in co-culture supernatants. 1L-6, IL-1p3, PGE2 and particularly IDO
expressions were upregulated in ELCs upon stimulation by CD3+ T and NK cells, suggesting
their possible involvement in the allosuppression. ELCs co-cultured with T cells were able to
generate CD25+ T cells, which were shown to be a CD4+CD25+Foxp3+ regulatory subset.
Direct contact with ELCs or WJ-MSCs with NK Cells showed a decrease of the activating
receptor NKG2D. Moreover, we demonstrated that direct co-cultures with ELCs induce CD73
expression on NK cells, a mechanism that may induce adenosine secretion by NK cells and lead
to an immunosuppressive function. Taken together, ours results showed that ELCs obtained
following WJ-MSCs differentiation remain mainly immunosuppressive but their action depends
on the immune cell type.

Keywords: Stem cells, NK cells, T cells, endothelial-like cells, immunsuppression,

immunoprivilege
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l. Introduction

Vascular occlusion remains the leading cause of death in Western countries, despite
conventional treatment approaches. Among these, vascular surgery with coronary artery bypass
requires biologically responsive vascular substitutes. The lack of available autologous grafts has
led over the past decade to the development of vascular tissue engineering. The use of
autologous cells for vascular tissue engineering have been considered for a long time as the gold
standard, because they are not surrounded by the immunological and ethical issues of allo- or
xenogenic cells. However, isolation, expansion, and quality of autologous cells, such as mature
endothelial cells or smooth muscle cells, suffer from donors’ variability and prolonged in vitro
culture, which induced dedifferentiation. The alternative would be to use an allogeneic source of
cells, with a high proliferation potential and the ability to differentiate into cells useful for
vascular tissue engineering (1).

Mesenchymal stem cells (MSCs) are a rare population of multipotent precursors that can
be isolated from several tissue sources, such as bone marrow or adipose tissue, and also
differentiated into different lineages under appropriate induction conditions (2). Due to their
many beneficial properties described in the last years, these cells have been considered as
promising therapeutic tools for tissue repair. Upon the available MSCs sources, Wharton’s jelly,
a neonatal connective tissue of the umbilical cord, is among the most promising. Wharton’s jelly
MSCs (WJ-MSCs) are more primitive than MSCs isolated from other tissue sources. They have
non-invasive accessibility and their use does not trigger ethical controversy. Their high
proliferative potential, their differentiation capacity and their immunomodulatory properties
made them good candidates to be used in an allogeneic context. Indeed, MSCs are considered as
immunoprivileged cells because of their weak cell surface expression of class Il human
leukocyte antigen (HLA-II) and co-stimulatory molecules (3). They are also immunosuppressive
because they release many anti-inflammatory and immune-suppressive factors leading to the
inhibition of several functions (proliferation, production of soluble factors and cellular toxicity)
exerted by diverse immune cells such as T-, B-, dendritic- and natural killer (NK) cells (4).
Another important property of MSCs is the modulation of immune responses through the
generation of regulatory T cells (Tregs) (5). Immune suppression by MSCs seems to be a
multifactorial process involving both direct cell-to-cell interactions and contact-independent

mechanisms through the secretion of soluble factors (6). The precise mechanisms and factors
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implicated in the immunosuppressive effects of MSCs still remain unclear. Direct contact
immunosuppressive effects appear to be mediated by molecular interactions leading to the
inhibition of activation signals. Among the immunomodulatory molecules expressed by MSCs
cell surface, B7-H1 (CD274), B7-H3 (CD276) and B7-H4 from the B7 family (7), class 1b MHC
molecules, CD200 and its receptor CD200R (8,9) seemed to be involved. Among the soluble
factors, transforming growth factor-p (TGF-B), indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO),
interleukins-6 and 10, prostaglandin E2 (PGE2), matrix metalloproteinases (MMP) or adenosine
are under investigations (3,10). More particularly, PGE2 and IDO are able to inhibit PBMCs or T
cells proliferation and activation. These 2 mediators seem also involved in the inhibition of NK
cells, which are very early recruited on the inflammatory site of injured tissues, and the down
regulation of functional NK receptors (11,12).

Despite their immunoprivileged capacity, MSCs used for tissue engineering are usually
differentiated into the required type of cells. Reported studies on MSCs hypoimmunogenicity are
mostly based on in vitro or in vivo experiments using undifferentiated cells. One of the most
interesting enquiries in regenerative medicine is, whether these cells, upon differentiation into
the local cell types of the transplantation site, would retain their immunoprivileged and
immunomodulatory properties. Such a question became critical in view of the fact that an
allogeneic engineered tissue must be tolerated by the host immune system to remain functional
and avoid rejection.

While there is a lot of available literature on the immunological features of bone marrow
MSCs after differentiation into adipose, cartilage or bone cells (13,14), neurons (15) or
endothelial cells (16,17), very few studies have been performed on the immunological properties
of WJ-MSC:s after differentiation (18).

In the present study, we investigated the immunosuppressive and immunoprivileged
characters of WJ-MSCs after differentiation towards an endothelial phenotype, in order to use
them for vascular tissue engineering. To this end, endothelial differentiation was triggered by
seeding WJ-MSCs on poly(allylamine hydrochloride) (PAH) and poly(styrene sulfonate) (PSS)
multilayer films in presence of EGM™.-2 for two weeks. Then, we performed co-cultures of
endothelial-like cells (ELCs) with PBMCs, T cells or NK cells to evaluate the

immunomodulatory effects of WJ-MSCs before and after differentiation, on immune cells
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proliferation and phenotype. We also tried to identify the soluble mediators involved in these
effects.

Ours results showed that endothelial like cells (ELCs) obtained after WJ-MSCs
differentiation remain immunoprivileged and immunosuppressive and that their action vary

depending on the immune cell type.

1. Material and Methods
Reagents were provided by Sigma-Aldrich (Germany), unless specified otherwise.
WJ-MSCs isolation and culture

Fresh human umbilical cords were obtained after birth delivery and informed consent using the
guidelines approved by the University Hospital Center of Nancy. Cords were stored in Hank’s
balanced salt solution (HBSS) before tissue processing to obtain MSCs. After blood vessels
removal, the exposed Wharton’s jelly was collected and cut into very small pieces which were
then cultured in Alpha Minimum Eagle Medium (a-MEM, Lonza, France) at 37°C and in 5%
COz in a six-well plate. The medium was supplemented with 10% heat inactivated fetal bovine
serum (FBS), 100 1U/ml Penicillin/100 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-glutamine, and 205 mg/ml
Fungizon®. Medium was changed every three days. Expansion of WJ-MSCs was obtained with

successive cycles of trypsinization and seeding.

Induction of endothelial differentiation

When reaching confluence at the 3™ passage, WJ-MSCs were collected and seeded at a density
of 3000 cells/cm? in a 24-well plate on (PAH/PSS)s polyelectrolyte multilayer film coated
glasses as described elsewhere (19). Non covered glasses were used as a negative control for the
differentiation. The cells were cultured in aMEM medium until reaching 60% of confluence on
treated or non-treated glass. The medium was next replaced by endothelial basal medium (EBM-
2, Lonza, France) or differentiation medium which consisted of endothelial growth medium-2
(EGM™.-2: EBM-2 with growth factors; Lonza, France) for two weeks. Medium was changed
every two days. EBM-2 is supplemented with 0.5% heat inactivated FBS, 100 1U/ml
Penicillin/100 pg/ml Streptomycin, 2 mM L-glutamine, and 205 mg/ml Fungizon®. As control,

cells were cultured either on non-coated or coated glasses with EBM-2. Cells were monitored
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daily by optical microscopy (Nikon, UFX-DX, Japan) to evaluate their morphology. Following
15 days of culture under the differentiation conditions with EGM-2, cells were termed as
endothelial like cells (ELCs). Both WJ-MSCs and Human Umbilical Vein Endothelial Cells
(HUVECs) were respectively used as negative and positive controls (20,21). HUVECs were
isolated according to Jaffe et al. (22) and cultivated in EBM-2 this time supplemented with 10%
heat inactivated FBS. Medium was replaced every two days. Cells were used as a control at the

second passage of culture.
Endothelial like Cells characterization

Endothelial differentiation was verified by Western blot. Total protein from samples was
extracted using RIPA buffer supplemented with EDTA-free protease inhibitor cocktail (Roche,
Germany). Total protein concentration was determined by using DC™ Protein Assay (Bio-Rad,
France). 20 ug of proteins from each sample were loaded on on 4-20% Mini-Protean® TGX
precast gels (Bio-Rad, France) and electrophoresed at 200 V for 1 h. The proteins were then
transferred to PVDF membranes. The membranes were incubated in blocking agent consisting of
5% BSA in Tris-buffered saline/Tween (TBST, pH: 7.4) for CD-31, vascular endothelial (VE)-
Cadherin and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), or 5% milk /TBST for
vascular endothelial growth factor receptor (VEGF-R)2, for 1h at room temperature. Primary
antibodies to GAPDH (1/1000, Santa Cruz, sc-51906), VEGF-R2 (1/1000, Cell Signaling
Technology, 55B11), VE-cadherin (1/1000, Abcam, ab33168) and CD31 (1/1000, Dako, M0823)
were incubated overnight at 4°C. Membranes were then washed with TBST three timesand
incubated for 1h at room temperature with the appropriate horseradish peroxidase (HRP)
conjugated secondary antibodies: goat anti-mouse for CD31 and goat anti-rabbit for VEGF-R2,
VE-Cadherin and GAPDH. Membranes were washed three times, and HRP was detected by
enhanced chemiluminescence (ECL, Santa Cruz, USA). CD31, VE-Cadherin and VEGFR-2 are

endothelial phenotype markers. GAPDH was used as loading control.

Endothelial cells have the ability to incorporate acetylated low density lipoprotein (Ac-LDL).
ELCs functionality was assessed using an Ac-LDL uptake assay. The specificity of the Ac-LDL
uptake by cells was qualitatively observed using 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindo-

carbocyanine perchlorate labeled Ac-LDL (Dil-Ac-LDL, 0.8 pg/mL for four hours; Life
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Technologies, France). Cells were then washed and fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min
at room temperature. A nucleus staining was performed using 4', 6'-diamidino-2-phenylindole
(DAPI, Sigma Aldrich, St Louis). Cells were visualized using fluorescence microscopy (Leica
DMI3000 B) after using the appropriate excitation and emission filters for Rhodamin B
(554nmex/571nmem) and DAPI (364nmex/454nmem).

PBMCs, T cells and NK cells isolation

Peripheral blood samples were obtained from healthy volunteers who gave informed consent for
blood collection and biological studies using the guidelines approved by a French blood
collection center. Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) were prepared with Ficoll
density gradient centrifugation (Lymphocyte separation medium, Eurobio, France, density: 1.077
g/ml). After the washing step, the cells pellet was either suspended in complete Roswell Park
Memorial Institute medium (RPMI)-1640 medium (Eurobio, France) supplemented with 10%
human AB serum before counting to be used as unsorted PBMCs or suspended in magnetic-
activated cell sorting buffer (PBS, 0.5% Human serum albumin, 2mM EDTA) before sorting.
The cell suspension was incubated with anti-CD3 magnetic particles (Miltenyi Biotec, Germany)
for 15 minutes at 4°C using 20 pl for 107 cells. Cells were washed and passed through a LD
magnetic-activated cell sorting separation column (Miltenyi Biotec, Germany). Unbound cells
containing NK cells were counted, and the proportion of NK population, before expansion, was
evaluated by flow cytometry. The positive fraction containing T cells was eluted with the
separation buffer after removing the column from the magnetic field and the purity of this
population was also evaluated by flow cytometry before expansion. NK Cells were expanded 14
days in presence 50 ng/ml I1L-15 (Miltenyi Biotec, Germany) as previously described (23). The
medium was changed every two days, and the concentration of the cells adjusted to 1.10%/ml.
CD3+ T cells were resuspended at 1.10%/ml in RPMI-1640 medium supplemented with 10%
SAB, 2 mM glutamine, 1 pg/mL streptomycin, 1 Ul/mL penicillin, in presence of 5 pg/ml of
phytohemagglutinin (PHA). After 3 days of culture, 100 pg/ml IL-2 (R&D System, France) was
added to the culture medium. The medium supplemented with IL-2 was changed every two days
until day 14.
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In vitro assays for testing WJ-MSCs or ELCs immunomodulatory effects on PBMCs
proliferation

One way mixed lymphocyte reaction

To determine if WJ-MSCs or ELCs have functions as alloantigens presenting cells, one-way
mixed lymphocyte reaction (MLR) was performed. WJ-MSCs (2.10° per well) were plated in
duplicate in 24-well plate and allowed to adhere to the plate 24 hours before co-culture. ELCs
differentiated in 24-well plate were used 14 days after of culture in EGM-2. Freshly isolated
PBMCs were then added to the wells at a 1:1 ratio and allowed to proliferate during 4 days.
PBMCs seeded alone were used as control. Co-cultures were performed either by putting the two
cell populations in direct contact or by separating them using a transwell membrane (TW; pore
size: 0.4pm; Millicell® Inserts, Dutscher, France). After 4 days of culture, non-adherent immune
cells, adherent ELCs and WJ-MSCs and supernatants were respectively collected for DNA
quantification, RNA extraction and cytokine dosage.

Mitogen stimulated PBMCs proliferation

To estimate the effects of WJ-MSCs or ELCs on Phytohemagglutinin (PHA)-stimulated
proliferative response of allogeneic PBMCs, freshly isolated responder PBMCs (2.10%/well),
stimulated with 10 pug/ml PHA (Oxoid, France), were added to WJ-MSCs or ELCs cultures,
previously seeded as described above. Cultures of unstimulated and PHA-stimulated PBMCs
seeded without WJ-MSCs or ELCs were used as controls. Co-cultures were performed either by
putting the two cell populations in direct contact or by separating them using a transwell

membrane.

WJ-MSCs and ELCs co-cultures with T cells or NK cells

Immune cells (expanded T or NK cells) were cultured in duplicates at 2.10° cells per well in 24-
well plates with WJ-MSCs and ELCs at a ratio of 1:1 in RPMI-1640 10% FBS, IL-2 100 pg/ml
for co-cultures with T cells, and in a-MEM 10% FBS, 50 ng/ml IL-15 for those with NK cells
either in direct contact or separated by a transwell system for 4 days. For inhibition experiments,
the cells were cultured in presence of 6 pumol of the MMPs inhibitor SB-3CTand 1 mmol of the
IDO inhibitor 1 methyl tryptophan (1MT).

129



Chapitre 6 : Les propriétés immunomodulatrices des CSM-GW apres différenciation vers un phénotype
endothélial : impact sur les cellules T et NK

Measure of immune cells proliferation

DNA of immune cells (PBMCs, T cells or NK cells) in co-culture was measured as a marker of
cell quantity using a Hoechst 33258 dye (Invitrogen, USA). After adding 100 ul of Hoechst
buffer [10 mM de Tris base, ImM EDTA (Merck, K13490018), 0.1M NaCl (VWR, 08L18005)],
cell suspensions were lysed by sonication for 15 minutes. 900 ul of Hoechst solution (0.1 pg /
mL) were then added to each sample. Samples were distributed in triplicates in a black-walled
and bottomed 96-well plate. Calf thymus DNA was used as a standard to determine DNA
quantity in samples. Fluorescence was measured with an excitation wavelength at 348 nm and

emission wavelength at 456 nm.
Flow cytometry

Cells (1.10°) were incubated in cell staining buffer (PBS, 0.5% human serum albumin (HAS))
and stained with diluted fluorescein isothiocyanate (FITC), phycoerythrin (PE) or
allophycocyanin (APC) conjugated antibodies (CD25 FITC, CD3 APC , forkhead box P3
(FoxP3) PE, CD73 PE, CD90 FITC, CD105 PE, CD34 PE, CD45 FITC, and corresponding
isotype controls from BD Pharmingen; HLA-DR PE, CD86 PE, CD16 FITC, CD56 APC,
NKG2D PE and corresponding isotype controls from Miltenyi Biotec) for 30 minutes at room
temperature followed by 2 washes in staining buffer. For intracellular staining of FoxP3, cells
were fixed with 1% paraformaldehyde and permeabilized with PBS 0.5% HSA, 0.1% Triton™
X-100. Labeled Cells were acquired on a FACS Canto | (BD Biosciences, USA) and 100 000
events were analyzed using FACS Diva Software (BD Biosciences, USA). Immune cells were
phenotyped after co-culture with or without WJ-MSCs or ELCs in direct contact or separated by
a transwell, and in presence or absence of IDO or MMPs inhibitors. NK cells were identified as
CD16+CD56+ cells, on which the expression of NKG2D and CD73 was determined. Regulatory
T cells (Tregs) were identified as CD25+FoxP3+ cells gated on the CD4+ population. T cells
were identified as CD3+ cells, on which the CD25 marker was analyzed. WJ-MSCs phenotype
was checked before and during differentiation into ELCs by analyzing the expression of CD73,
CD90 and CD105 and the absence of expression of CD34 and CD45. The expression of two

immunological markers, HLA-DR and CD86 was monitored before and during differentiation.
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RNA extraction and Real-Time polymerase chain reaction

After removing the suspension of lymphocytes from co-cultures, adherent cells were carefully
washed twice with PBS, then lysed with 1 ml of Qiazol lysis reagent (Qiagen, USA) and kept at
-80°C until further processing. Total RNA was extracted using RNeasy Micro kit (Qiagen, USA)
according to manufacturer’s instructions. First-strand cDNA was synthesized with the iScript
cDNA synthesis kit (Bio-Rad, France) using 20 ul of reaction mixture containing 100 ng of total
RNA, 4 ul of 5x iScript Reaction Mix. 1: 10 diluted cDNA samples were then used, and in the
case of negative controls, cDNAs were replaced by RNase/DNase free water. QRT-PCR was
carried out in duplicates using 20 ul of reaction mixture that contained 4 ul of reverse
transcription mixture, 0.3 umol/l of both primers, and 10 ul of iTag Universal SYBR® Green
Supermix (Bio-Rad, France). Cycling parameters were 10 min at 95°C, 40 amplification cycles
were performed with each cycle consisting of 95°C for 15 sec followed by the primers annealing
temperature (Tm) for 1 min (table 1). Analyses and fold differences were determined using the
comparative cycle threshold (Cty method. Fold change was calculated from the AACt values with
the formula 222°T and data are relative to control values. The generation of single amplicon
products was confirmed by melt curve analysis. Gene expression was normalized to the level of

RP29 housekeeping gene.

Cytokine determination in cell culture supernatants by cytokine bead array

Interleukin-12p70 (IL-12p70), tumor necrosis factor (TNF), IL-10, IL-6, IL-1f and IL-8
concentration were quantitatively measured in culture supernatants using the BD cytometric bead
array (CBA) Inflammation kit (BD Bioscience, USA). Operations were performed according to
the manufacturer’s instructions. 50 pl of culture supernatants were mixed with 50 pl of the mixed
capture beads and 50 ul of the Human Inflammation PE Detection Reagent. The tubes were
incubated at room temperature for 3 hours in the dark, followed by a wash step. The samples
were then resuspended in 300 pl of wash buffer before acquisition on the BD FACSCanto™ flow
cytometer. The data were analyzed using the CBA software. Standard curves were generated for
each cytokine using the mixed bead standard provided in the kit and the concentration of
cytokine in the cell supernatant was determined by interpolation from the appropriate standard

curve.
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SDS-PAGE zymography for the detection of MMP-2 and MMP-9

Supernatants from different conditions were collected and analyzed as previously shown (24).
Briefly, sample were mixed with 2X non-reducing loading buffer (10% SDS SDS, 0.5M Tris-
HCI pH 6.8, 0.1% bromophenol blue, glycerol) and equal volumes of each sample were loaded
in 8% SDS-polyacrylamid gels copolymerized with 3 mg/ml type A Gelatin from porcine skin
(G-6144, Sigma) and 3 mg/ml type B Gelatin form bovine skin (G-6650) and run for 2 hours at
100 V. After electrophoresis, the gels were rinsed three times for 20 min at room temperature in
renaturing buffer [2.5% Triton™ X-100 (T8532, Sigma)], and then incubated overnight at 37°C
in developing buffer (containing, per liter, 50 mM of Tris-base, 0.2% of Brij-35, 200 mM NacCl,
5 mM CaCly, pH 7.6). After the incubation, staining was performed for 15 min at room
temperature in 0.1 % Coomassie blue / 10% acetic acid solution, and gels were then destained
appropriately. Areas of gelatinolytic activity appeared as clear bands on a blue background
where the proteases have digested the substrate. Gels were finally scanned with a GS-800

calibrated imaging densitometer (Bio-Rad, France) and analyzed using image J software.
Statistical analysis

Data are presented as mean + SEM for each condition. Pairwise comparisons were performed
using one-factor ANOVA with Fisher correction (Statview 1Vs, Abacus Concepts Inc., Berkley,
CA). Differences were considered significant for p (rejection level of the null-hypothesis of

equal means) values < 0.05.

I11. Results

A. Characterization of the endothelial like cells

Morphological changes

Before the induction of differentiation and to ensure their mesenchymal nature, WJ-MSCs were
phenotyped and were found positive for the expression of CD90, 105 and 73 and negative for the
expression of CD34 and CD45 (data not shown). Because EGM-2 was shown to induce
endothelial differentiation in human amniotic fluid derived stem cells (25), mesenchymal stromal
cells (26) and previous results of our team have shown that (PAH PSS)s polyelectrolyte
multilayer films improve WJ-MSCs (27) and endothelial cells culture (28), these 2 stimuli were
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either used alone or combined to induce endothelial differentiation of WJ-MSCs. The results
showed that the differentiation into an endothelial phenotype was induced by cultivating WJ-
MSCs at the 4™ passage, seeded on (PAH/PSS). coated glasses, in presence of EGM-2 (0.5%
FBS). After 2 weeks of culture, cells underwent a distinct process of morphological
transformation from spindle to caudated or oval shape with eccentric nuclei (figure 1-A: a). Cells
seeded on films or on glass in EBM-2, as well on glass in EGM-2 showed no morphological
difference with undifferentiated WJ-MSC (figure 1-A: b, c and d).

Phenotype, HLA-DR and CD86 expressions and functionality of ELCs

To determine whether the expression of WJ-MSCs markers was modified along the
differentiation with EGM-2, the expression of CD90, 105 and 73 was monitored at 5, 10 and 15
days of culture. An around 50% decrease of mesenchymal markers CD105 and CD90 was
observed at day 5. This decrease is the same at day 15 for CD90 and goes on under 20% for
CD105.. The expression of CD73 did not change whatever the day. As the absence of HLA-DR
and co-stimulatory molecules CD86 (B7-2) are mainly responsible of MSCs immunoprivilege,
we examined their expression, knowing that CD86 is one of the co-stimulatory molecules that
combine with T cells CD28 along their differentiation. The expression of HLA-DR was faintly
positive in ELCs, it increased from 1.5%0.1% at day 5 to 2.1%+0.8% at day 15. Concerning
CD86, the expression of the co-stimulatory molecule went from1.5%+0.8% at day 5 to
1.9%=0.8% at day 15 (figure 1-C).

CD31, VE-cadherin and VEGF-R2 are three endothelial-specific markers known to play an
important role in the endothelium maturation during angiogenesis process (29,30). Therefore, the
expression of these 3 endothelial markers by ELCs was next evaluated and compared to
HUVECs and naive WJ-MSCs used as positive and negative controls respectively. Western blot
analysis confirmed the endothelial phenotype of cells seeded on films and treated with EGM-2.
with A positive expression of CD31, VE-Cadherin and VEGF-R2 was detected in ELCs as in
HUVECs, whereas naive WJ-MSCs were negative (figure 1-B: c).

The last characteristic of endothelial cells we tested was the ability of ELCs to take up ac-LDL.

We observed that differentiated cells also have the ability to incorporate Dil-Ac-LDL, a typical
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function of endothelial cells (figure 1-D: c¢). Parallel experiments with HUVECs and WJ-MSCs

served respectively as positive and negative controls.

B. Immune characterization of the endothelial like cells
ELCs do not stimulate allogeneic PBMCs proliferation and inhibit the proliferation of mitogen-
stimulated PBMCs.

Several studies reported that MSC-mediated immunosuppression involves both cell contact-
dependent and —independent mechanisms through the release of soluble factors (31). In order to
probe the role of cell contact in ELCs immunomodulation, experiments were performed with and

without a transwell system that prevented direct contact between the two cell populations.

To address whether ELCs could act as antigen presenting cells and stimulate the proliferation of
PBMCs, differentiated cells were incubated with an equal number of non-activated PBMCs for 3
days either with or without cell contact in a one way MLR assay. As shown in figure 2 A, ELCs
and WJ-MSCs significantly suppress the proliferation of PBMCs (respectively 0.13 pg/ml and
0.16 pg/ml versus 0.4 pg/ml for PBMCs alones; p<0.05) and this effect was mainly observed
when cells were cultured in direct contact but not separated by a transwell system. We next
investigated if ELCs can inhibit the proliferation of mitogen-stimulated PBMCs. ELCs were
incubated with equal number of PBMCs in presence of PHA for 3 days. The proliferation of
PBMC stimulated with PHA served as a positive control. Results showed, first, that ELCs
inhibited significantly PBMCs proliferation in response to PHA, and second, that this inhibition
was only observed in cell-cell contact co-cultures (0.32 pg/ml versus 0.75 pg/ml for PHA-
PBMC; p<0.01). The immunosuppressive effect of native WJ-MSCs was confirmed as PHA
stimulated PBMC proliferation was significantly inhibited in a direct cellular contact with WJ-
MSC (0.43 pg/ml versus 0.75 pg/ml for PHA-PBMCs alone; p<0.05). Mitogen-stimulated
PBMCs proliferation was almost restored in transwell co-cultures (approximately 0.76 pg/ml for
both co-cultures versus 0.75 for PHA-PBMCs alone), showing a major role of cellular contact in

the immunosuppressive effect mediated by ELCs as well as WJ-MSCs.
Cytokine profile in ELCs/PBMCs and WJ-MSCs/PBMCs co-culture supernatants

To identify whether the suppressive effect was influenced by cytokines secreted by ELCs or WJ-
MSCs or not, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 and TNF-a were quantified in the cell culture
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supernatants of culture using a BD CBA. Concentration of cytokines detected in conditioned
medium of PHA-activated PBMCs cultured in absence of WJ-MSCs or ELCs was considered as

positive control.

WJ-MSCs and ELCs induced a total inhibition of IL-12p70 secretion compared to the positive
control, and a reduction in the concentrations of TNF-a, IL-8, IL-10. We detected an increase of
the concentration of IL-6 in both co-cultures with a greater concentration in ELCs/PBMCs co-
culture (16022.1 pg/ml versus 5438.73 pg/ml for PHA-PBMCs alone) in comparison with WJ-
MSCs/PBMCs co-culture (9201.97 pg/ml versus 5438.73 pg/ml for activated PBMCs alone). IL-
1B concentration was augmented only in WJ-MSCs/PBMCs co-culture (1958.16 pg/ml versus
126.3 pg/ml for PHA-PBMCs alone), it was unchanged in ELCs/PBMCs co-culture.

Impact of ELCs on T and NK cells after co-culture

To reduce the interference from other cellular components such as B cells, monocytes and
dendritic cells, we decided to investigate the effect of WJ-MSCs on T and NK cells. We isolated
CD3+ T cells (purity >98%) and amplified them in presence of PHA and IL-2 for 15 days. CD3
negative cells were cultured for 15 days, in presence of IL-15 to amplify NK cell population.
Purity of NK population was checked before co-cultures and reached 90%. NK and T cells were
then cultured in the presence or absence of WJ-MSCs and ELCs, and either allowed or prevented
cell-cell contact. Proliferation of activated T or NK cells was considered 100% of proliferation

response (positive control).
1. Immunosuppressive effects of ELCs observed on T cells

T cells are major effectors of adaptive immunity. A large number of data confirmed the
immunosuppressive effect mediated by MSCs on T-cells (32—38). In agreement with previous
reports, our results showed that WJ-MSCs significantly reduced proliferation of CD3+ cells
(43.01%+2.71%), and this inhibition was more pronounced in co-cultures with cell-cell contact.
Transwell co-cultures partially restored CD3+ proliferation (57.81%+21.81%). A greater
inhibition in the proliferation of CD3+ was observed in presence of ELCs, with a proliferation
reaching 36.51%+10.92%, and this inhibition was also partially restored in transwell conditions
(73.78%=0.63%) (figure 3-A).
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MMPs have been identified to possess a broad range of substrate specificity that includes
inflammatory mediators and other cytokines, which means that they are involved in the
regulation of immune response and cell proliferation (39-41). As MSCs and mature
endothelial cells are both able to secrete these mediators and as they were recently shown to
be involved in immunomodulatory effects (39,40), we wanted to determine whether WJ-
MSCs and ELCs express soluble active forms of MMP-2 and -9. To this end, we proceeded
to detect their activity by gelatin zymography. As shown in figure 3-B1, MMP-2 and MMP-9
were readily detected in WJ-MSCs and ELCs cultures and MMP-2 were increased in both
co-cultures, only in the direct contact condition. To assess the suppressive effect of MMPs on
T cell proliferation, we next examined the ability of a MMP inhibitor, SB-3CT to restore T
cell proliferation. The addition of SB-3CT, a specific inhibitor of MMP-2 and MMP-9,
restored slightly the proliferation of T cells (42.18+0.475% and 54.16+2.98 for respectively
co-cultures with ELCs and WJ-MSCs) (figure 3-B2), indicating that MMP-2 and -9 are
weakly involved in ELCs and WJ-MSCs mediated T cells-immunosuppression. In contrast,

no effect of the inhibitor was seen in a transwell system.

We next explored candidates as mediators of the suppression driven by ELCs. As IDO, IL-1B
IL-6, PGE2, HGF and TGF- were reported as mediators of T cell suppression by MSCs, we
examined the expression of these genes related to MSCs immunomodulatory functions before
and after endothelial differentiation upon co-cultures with T cells. WJ-MSCs or ELCs without
T cells were considered as controls and expression levels were normalized using the
housekeeping gene RP29 and compared to these controls. After co-culture with T cells,
expression of IL-6 was 30 and 15.3 fold higher than the controls for ELCs and WJ-MSCs
respectively. Regarding the transwell condition, the expression of IL-6 was reduced for WJ-
MSCs whereas was increased for ELCs. The expression of IL-1f after co-culture was 24.15
and 25.13 fold higher for ELCs and WJ-MSCs respectively than in controls. Furthermore, we
detected a higher expression of IL-1p in ELCs than in WJ-MSCs with a marked increase in
the transwell condition for ELCs. Expression level of COX-2, the enzyme producing PGE2,
was almost similar in all the conditions. Concerning IDO, in presence of a direct interaction
between T cells and WJ-MSCs, there was a high expression level of this enzyme, which was
reduced by approximately 5 fold when cells were separated by a transwell. The analysis of the

enzyme expression in ELCs in contact co-cultures showed firstly, than the enzyme was
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expressed 12.82 fold higher than in the control and secondly, that the expression was 7 fold
higher in the contact condition than in transwell. However, the expression of IDO in ELCs
was 5.22 and 7.4 fold lower compared to WJ-MSCs in contact or in transwell conditions
respectively. No changes in the expression of HGF, COX-1, and TGF- were detected in any

of these conditions (data not shown) (figure 3-C).
ELCs induce the generation of T cell subsets displaying a regulatory phenotype

As an inhibition of T cells proliferation was observed after co-culture with WJ-MSCs or
ELCs, we hypothesized that a hyporesponsiveness to IL-2 could be involved. This hypothesis
was based on the paper of Ding et al., where they showed that the inhibition of T cells
proliferation was due to a shedding of the IL-2 receptor CD25, mediated by MMPs (39). As
we detected MMPs in the cell supernatant of ELCs and WJ-MSCs / T cells co-culture, we
next explored whether the presence of MMPs in these co-cultures could affect CD25
expression. The flow cytometry analysis showed a clear increase of CD25+ T cells
percentage after co-culture with ELCs or WJ-MSCs in direct interaction (59.1% and 42.6%)
compared to T cells alone (18.6%) (figure 4-A). The percentage of cells expressing IL-2
receptor was also slightly increased in presence of a transwell system. If MMPs were
involved in the shedding of CD25, the addition the MMPs inhibitor should increase the
percentage of cells expressing CD25. Therefore, we performed co-cultures in presence of
SB-3CT, inhibitor of MMP-2 and MMP-9, since we reported an enhanced expression of
these two enzymes in co-cultures. After co-culture with ELCs or WJ-MSCs, in presence of
SB-3CT, the percentage of T cells expressing CD25 was similar for the cells cultured

without SB-3CT either in contact or separated by a transwell (figure 4-B).

Among the candidates explored as mediators of the immunosuppression, IDO was
particularly increased after co-culture with WJ-MSCs or ELCs. As it is considered one of the
principal immunosuppressive factors secreted by human MSCs and as it was among the most
expressed factors in our co-cultures, we investigated the effect of its inhibition by 1IMT on
CD25 expression. We could not notice any remarkable effect on the CD25+ T cells neither
after co-culture with WJ-MSCs or ELCs nor with ELCs in presence of a transwell. However,
the percentage of T cells expressing the IL-2 receptor was lower after culture with WJ-MSCs

separated by a transwell system in presence of 1MT (figure 4-B).
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When searching for candidate immunosuppressive factors, we also noticed an increase in the
expression of COX-2, an enzyme involved in the production of PGE2. PGE2 was described
to be a mediator that affects T cell activation, proliferation, and as such, it has been shown to
decrease proliferation, and promote adaptive Tregs (CD4+CD25+FoxP3+) differentiation
(42). Taking into consideration PGE2 properties, we decided to investigate whether the
population CD25+ we detected after co-culture with WJ-MSCs or ELCs expressed FoxP3
which is a master marker of regulatory T cells (Tregs). Interestingly, after performing a
gating on the CD4+ population, we detected an increase of CD25+FoxP3+ population in co-
cultures in comparison with activated T cells alone which was higher in co-cultures with
ELCs (75% versus 23% for T cells alone) than with WJ-MSCs (62% versus 23% for T cells
alone) (figure 4-C). Thus, we confirmed that WJ-MSCs generate Tregs as already shown in
previous studies (43-45). Moreover, we showed that after endothelial differentiation, ELCs
were also able to induce a bigger population of Tregs than did WJ-MSCs. As IDO was also
shown to be involved in the generation of Tregs, we tested the effect of the inhibitor IMT on
the percentage of CD4+CD25+FoxP3+ T cells. Concerning the results observed after co-
culture of T cells with WJ-MSCs in presence of 1IMT, we observed a slight decrease of the
percentage representing 3% of inhibition, when cells were co-cultured in contact, whereas the
percentage reached 21% of inhibition when cells were separated by a transwell. No effect of
the IDO inhibitor was detectable on Tregs generated by co-culture either in contact or
separated from ELCs (figure 4-C).

We also investigated the effect of MMPs on Tregs. Surprisingly, a decrease of the T regs
percentage was observed in every condition with SB-3CT either in contact or in transwell.
The maximum of the inhibition of Tregs generation was seen when T cells were cultured in
direct contact with ELCs where the percentage of Tregs dropped from 75% to 64% (figure 4-
C).

2. Immunosuppressive effects of ELCs observed on NK cells

NK cells are major effector of innate immunity and are the first cells involved in the
recognition of allogeneic cells. Many studies have shown that MSCs can impair NK cell
functions in both contact and transwell conditions (46-48). In our study, we wanted to

determine whether WJ-MSCs differentiated into ELCs retain the same properties. We first
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evaluated if the differentiation has an impact on the capability of ELCs to inhibit NK cells
proliferation mediated by IL-15. NK cells proliferation observed in presence of IL-15 were
considered as control and considered as 100%. ELCs were able to reduce NK cells
proliferation to 49.84+7.23% in contact cultures versus 49+14.45% in transwell cultures. We
also observed, in agreement with the literature that WJ-MSCs before differentiation, inhibit
NK cells proliferation, either in contact or separated from activated NK cells with a
proliferation reaching 54.48%z=13.06% and 59.50%+12.75% respectively (figure 5-A).

As MMPs were shown to have immunomodulatory effects on NK cells (49), the same
procedure as described above was applied to detect the activity of MMP-2 and MMP-9 in the
co-cultures with NK cells. We detected a higher activity of MMP-2 in ELCs/NK cells direct
co-culture than in transwell in comparison with ELCs alone (figure 5-B1). MMP-2 was also
detected in the supernatant of NK cells co-cultured in contact with WJ-MSCs. Regarding
MMP-9, this metalloproteinase was detected in the supernatant of ELCs alone, but the
expression of the enzyme was lower in the co-culture conditions either in contact or separated
by a transwell. We next wanted to examine whether the addition of a MMP inhibitor was able
to restore NK cells proliferation. We observed that the addition of SB-3CT did not have any
effect on the proliferation of NK cells co-cultured with or without cell-cell contact with WJ-
MSCs or ELCs (figure 5-B2). These results suggested that inhibiting MMPs alone is not
efficient enough to restore NK cells proliferation and other mediators may be involved in this
phenomenon. Then, after 3 days of co-culture with activated NK cells, we evaluated the
expression by ELCs and WJ-MSCs of the same genes that were tested above (figure 5-C).
The expression profile changed from the one observed after co-culture with T-cells. In fact,
IDO, IL-6 and IL-1B expressions were higher in ELCs than in WJ-MSCs, but the expression
of COX-2 was lower in ELCs than in WJ-MSCs. HGF, COX-1 and TGF-f were also explored
after co-culture of NK cells with ELCs or WJ-MSCs and results showed an absence of their

expression in all the tested conditions (data not shown).
Impact of co-culture on NK cell markers expression

To investigate whether WJ-MSCs and ELCs could affect NK cells markers expression,
experiments in which NK-cell phenotype was analyzed by flow cytometry were performed,

and compared to the phenotype detected after co-cultures with WJ-MSCs or ELCs with or
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without cell-contact (figure 6-A and -B). After 15 days of expansion in presence of 1L-15, NK
cells phenotyping showed two populations: one expressing CD16 and CD56 and the other
expressing CD56 but not CD16. The percentage of each population represented 50.6% and
49.1% for the CD16+CD56+ and CD16-CD56+ subsets respectively. The intensity of
expression of CD56 was similar for the two subsets. After co-culture with WJ-MSCs, we
observed a change in the repartition of the two subsets. As shown with the left black arrow,
the cell population expressing CD16 and CD56high was not longer detected and a new
population appeared which was CD16+ but with a lower expression of CD56 (figure 6-A).
Furthermore, we also observed an increase of the CD16-CD56+ population which reached
75.7%. In contrast, this phenomenon was not observed with WJ-MSCs separated from NK
cells by a transwell, as the CD16+CD56+ population percentage was increased compared to
NK cells alone or in contact with WJ-MSCs. On the other hand, the percentage of CD16-
CD56+ population decreased from 75.1% to 38% when WJ-MSCs were not in direct contact.
Regarding the phenotype of NK cells cultured in direct contact or not with ELCs, no change
in the repartition of the two NK subsets was observed as the percentages of the two
populations remained similar to the control. As MMPs were shown to modify CD16
expression on NK cells (50,51), we next examined whether the MMPs inhibitor was able to
modify NK cells phenotype after co-culture. Interestingly, we observed that the
CD16+CD56+ population which disappeared after co-culture with WJ-MSCs in direct
contact, was partially restored after the addition of SB-3CT ((figure 6-A, middle black arrow).
However, the addition of the inhibitor did not significantly modify the subsets repartition
either for the condition with WJ-MSCs without cell contact or with ELCs with or without cell
contact. As IDO was shown to be a strong inhibitor of NK cell functions (47) and as this
mediator was strongly expressed by ELCs and WJ-MSCs either in cell contact or not, we
examine whether the IDO inhibitor modify NK cell phenotype after co-culture. Surprisingly,
we also observed a partial restoration of the CD16+CD56+ population when adding 1MT to
the co-culture WJ-MSCs/NK, but less than observed with SB-3CT (19.3% versus 30.7%
respectively; shown by right black arrow). In contrast, IMT did not significantly modify the
subsets repartition either for the condition with WJ-MSCs without cell contact or with ELCs

with or without cell contact.
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NKG2D is a highly conserved C-type lectin-like membrane glycoprotein expressed on
essentially all NK cells and is considered as an activating receptor. Many studies have shown
that a loss of NKG2D expression was observed after NK cells were cultured with MSCs
(47,52). Therefore, we examined the NKG2D expression on NK cells after co-culture with
ELCs and compare it with the expression observed on NK cells cultured alone or with WJ-
MSCs. As shown in figures 6-C and —D, after co-cultures with WJ-MSCs and ELCs in direct
contact condition, NK cells displayed a decreased expression of the activating receptor
NKG2D with respect to NK cells cultured alone (mean fluorescence intensity (MFI) of
5706+451 and 6164+532 on NK cells in direct contact with respectively WJ-MSCs and ELCs
versus 9718+859 on NK cells alone). Interestingly, the expression of NKG2D was partially
restored on NK cells cultured without cell contact with WJ-MSCs or ELCs. To evaluate the
possible role of MMPs or IDO in this phenomenon, NKG2D expression was determined after
adding SB-3CT or 1-MT to the cell co-cultures. Regarding NK cells cultured with WJ-MSCs,
no effect of the MMPs inhibitor was seen when NK cells were in direct contact. A minor
restoration of NKG2D expression was observed on NK cells separated by a transwell but this
trend did not reach statistical significance. Concerning NK cells co-cultured with ELCs, no
effect of the MMPs inhibitor was seen either with or without cell contact. Considering the
effect of the IDO inhibitor, we observed that LIMT did not modify the expression of NKG2D
on NK cells in co-culture. Taken together, these results suggested that, as already proven for
MSCs (47,52), differentiated cells were able to induce a decrease of NKG2D expression on
NK cells and that this mechanism involved also other mediators than IDO, MMP-2 or MMP-
9.

NK cells acquire CD73 expression upon exposure to WJ-MSCs and ELCs

Very recently Chatterjee et al. illustrated that human NK cells co-cultured with MSCs acquired
CD73 expression and that CD73+ NK cells had the ability to convert adenosine
monophosphate (AMP) into adenosine. Adenosine has been shown to be a powerful
immunosuppressive factor that regulate various immune cells (10,53,54). As we observed that
CD73 was the only WJ-MSCs marker which expression was not modified during
differentiation (figure 1-B), we wanted to determine whether CD73 could be transferred on NK

cells after co-culture with ELCs. Expression of CD73 by activated NK cells cultured in absence
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of WJ-MSCs and ELCs was considered as control. The MFI of CD73 on activated NK cells,
cultured alone, was 195+55. However, after 3 days of co-culture with ELCs, we noticed an
important increase of CD73+ NK cells population in direct contact condition only, with a MFI
reaching 1978+/-1500. An uptake of the CD73 was also seen on NK cells cultured with WJ-
MSCs as observed by Chatterjee et al., with a MFI reaching 1074+287. Regarding the impact
of the two inhibitors on the CD73 uptake, we observed that culturing NK cells with ELCs with
or without cell contact in presence of the two inhibitors increased the CD73 uptake. The same
results were not observed after culture with WJ-MSCs as only SB-3CT seemed to increase the
CD73 uptake but not 1MT.
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IVV. Discussion

Regeneration of blood vessels for the treatment of vascular-related diseases is one of the
most important research areas in tissue engineering based on endothelial cells (ECs) (21,55,56).
Numerous studies demonstrated the importance of endothelial cells in the repair of damaged
endothelium and the neoformation of blood vessels (57). They also might ameliorate perfusion in
patients with vascular related diseases, such as peripheral arterial disease or myocardial
infarction disease (58,59). However, the use of mature endothelial cells in tissue engineering is
subjected to many limitations such as the laborious autologous cell isolation required for
generating vascular conduits (60) and the loss of their proliferative potential and function once
expanded in vitro (61). In order to overcome these limitations, researchers have been searching
for other substitutes. MSCs can be easily obtained and differentiated into ECs, which make them
an excellent alternative. Moreover, the low immunogenicity and immunosuppressive capacities
enable the use of allogeneic MSCs without the need for an immunosuppressive therapy after
transplantation, thus further alleviating the availability of MSCs as cellular component for tissue

engineering (60).

In recent years, many researchers have focused on MSCs from Wharton’s jelly.
Wharton’s jelly is the main component of the extracellular matrix of umbilical cord. It is known
to contain a population of fibroblast-like cells that are commonly identified as MSCs (62).
Several studies were particularly interested in the application of WJ-MSCs in vascular tissue
engineering and more specifically in their capacity of endothelial differentiation (21,63,64). In
this study, we tried to obtain endothelial like cells (ELCs) from WJ-MSCs seeded on (PAH-
PSS)4 polyelectrolyte films and cultured in a commercial medium “Endothelial Growth Medium-
2” (EGM-2, Lonza). Identifying WJ-MSCs differentiation into ECs was first evaluated through
morphological changes. Interestingly, EGM-2 stimulated WJ-MSCs seeded on films appeared to
proceed endothelial differentiation with a noticeable morphological change after 2 weeks of

culture, in contrast with other studies where no morphological changes were observed (64-67).

A kinetic follow of the expression of some mesenchymal markers by ELCs revealed that
during the differentiation process, there was a decrease in the expression of CD105 and CD90,

but ELCs retained a CD73 expression similar to non-differentiated cells. These results are
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different from those obtained by Gaafar et al. who showed that ELCs differentiated from adipose
tissue-MSCs retained the expression of CD73, CD90 and CD105 at a same level of non-
differentiated MSCs (66). The loss of mesenchymal markers may be related to a better
endothelial differentiation potential of WJ-MSCs compared to adult MSCs which would confirm
the study published by Chen et al. in 2009 (21). CD73 is a 5’-ectonuleotidase that uses
extracellular adenosine monophosphate (AMP) to produce adenosine and is expressed
abundantly on endothelial cells (68-71). Adenosine triphosphate (ATP) is physiologically
released into the extracellular space through regulated transport. Additional ATP is released by
the lytic cells at sites of injury. On resting vascular endothelium, extracellular ATP is
dephosphorylated to adenosine diphosphate (ADP) and further to AMP by CD39 and much
further to adenosine by CD73. ATP is pro-inflammatory, whereas produced adenosine is anti-
inflammatory and regulates several molecules and mechanisms involved in leukocyte
extravasation. Moreover, adenosine inhibits immune reactions by decreasing cytokine release
from the vasculature and leukocytes (53). It also increases endothelial cell barrier function by
phosphorylation of tight junction-associated proteins (72). Thus, the high expression of CD73 by
our ELCs shed the light on one of the many functions of endothelial cells and may be considered

as one of the tests to check endothelial functionality.

To assess endothelial differentiation, we choose to determine the expression of some
endothelial-related markers that play important roles in physiological processes of endothelium
maturation. ELCs showed a positive expression of CD31, VE-Cadherin and VEGF-R2 after a
two-week induction. The results were the same as those obtained with HUVECs. CD31, VE-
cadherin and VEGF-R2 are three endothelial-specific markers known to play an important role in
the endothelium maturation during angiogenesis process (29). VEGF-R2, one of the two major
receptors of VEGF, plays a major role in vivo but also associates with MMPs to form capillary-
like structures in vitro. Its expression is up-regulated after MSCs differentiation in the presence
of VEGF, which is an important growth factor for the endothelial differentiation (73). VE-
Cadherin was shown to be necessary for the repair of damaged vascular diseases and for vascular
genesis (74). CD31, also known as platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (PECAM-1), is
a transmembrane hemophilic receptor known to have various roles in vascular biology including
angiogenesis, platelet function, and thrombosis (75). Our result concerning CD31 expression is

in contrast with the studies of Oswald et al. (67) and Janeczek et al. (26), who did not show a
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CD31 expression on differentiated bone marrow (BM)-MSCs. The expression of these markers
by differentiated WJ-MSCs seems to contribute to the promotion of the endothelial
differentiation; however a successful differentiation should further be verified at the functional
level. Among endothelial functions, we evaluated the capacity of EGM-2 stimulated WJ-MSCs
to incorporate acetylated low-density lipoprotein (Ac-LDL) and results showed that ELCs were
positively marked. Some studies have shown that uptake of Ac-LDL by endothelial cells is
modulated by shear stress (76,77), whereas our results show that EGM-2 alone with (PAH-PSS)4
polyelectrolyte films in a static culture condition was enough to induce Ac-LDL incorporation by

ELCs, as well as the induction of the expression of endothelial markers at the protein level.

Emerging data showed that MSCs could modulate innate and adaptive immunity by
several mechanisms, thus their immunomodulatory properties have a great significance with
respect to the potential clinical use of MSCs (62,78). The main question that the present study
tried to answer is whether immune regulatory properties of MSCs are modified by MSCs
differentiation towards an endothelial phenotype. Previous studies showed that MSCs
immunoprivilege relies on the absence of expression of HLA-DR and CD86. Some authors
showed that the lack of expression of co-stimulatory molecules such as CD80 and/or CD86 by
MSCs could induce T cells anergy, which is a mechanism by which MSCs could induce
immunosuppression (7). Previous studies showed that chondrogenic-, adipogenic- and
osteogenic-like cells that were differentiated from WJ-MSCs do not express these two molecules
(13,14,62). In agreement with the mentioned study, we demonstrated that only 1.9% of ELCs
expressed CD86, this very low expression may be responsible of the anergic state in T cells.
HLA-DR expression was also hardly detectable, suggesting that even after differentiation, ELCs
remained immunoprivileged, in contrast with previous reports showing that in vitro
differentiation of allogeneic BM-MSCs into myogenic, smooth muscle, endothelial (16) and

neuronal (15) lineages increased significantly the expression of MHC-II.

The immunogenic and immunosuppressive properties of ELCs derived from WJ-MSCs in
allogeneic conditions were examined. To identify the immunogenic state of cells, we studied
their ability to be recognized as allogeneic by HLA-mismatched PBMCs in mixed lymphocyte
reaction (MLR) using ELCs or WJ-MSCs as stimulating cells and PBMCs as responder cells.
ELCs were not immunogenic as they did not stimulate allogeneic PBMCs in co-culture. Then, to
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investigate whether the immunosuppressive effect of WJ-MSCs is retained after endothelial
differentiation, we tested the ability of ELCs to modulate PHA-stimulated PBMCs
alloproliferation. In fact, the suppressive effect was enhanced by ELCs in comparison with WJ-
MSCs, and it was in majority exerted in the cellular contact condition. Similar results were
shown after differentiation of MSCs into adipose, bone and cartilage lineages (13,14,79). Even if
immunosuppression seems to be mediated by a direct contact, we wanted to know if there were
any alterations in the secretion of some key pro- and anti-inflammatory cytokines in the
supernatants of co-culture in comparison with the PHA-activated PBMCs alone considered as
positive control. Interestingly, we detected an increase in the concentrations of IL-6, this increase
was more important in ELCs/PHA-activated PBMCs. IL-6 is known to be one of MSCs-secreted
factors that appears to be involved in a series of immunosuppressive actions (80-83). Recently,
Li et al. had a contradictory result showing that the differentiation of MSCs into myogenic,
endothelial and smooth muscle cells resulted in an IL-6 downregulation. They speculated that
this downregulation was dependent on differentiation and not on cell phenotype (84). They
suggested that IL-6 levels contribute to the rejection of allogeneic MSCs after implantation. We
observed also an inhibition of TNF-a secretion after co-cultures in the presence of WJ-MSCs or
ELCs. TNF-a is a one of the pro-inflammatory cytokines secreted by immune cells that “license”
the MSCs and increases their immunosuppressive capacity (85,86). Thus, ELCs retained the
capacity to inhibit pro-inflammatory cytokine secretion. Previously, it has been shown that I1L-10
is important in BM-MSCs and umbilical cord blood-MSCs mediated immunosuppression and
that it is involved in the generation of Tregs (43,86-88). Unexpectedly, we observed a decrease
in IL-10 concentrations in both ELCs and WJ-MSCs co-cultures. Moreover, we detected lower
concentrations of IL-8 in both co-cultures, which is an inflammatory cytokine produced by
MSCs and known to induce chemotaxis by activating neutrophils (89). This result is in
agreement with the study of Hoogdjuin et al., who showed a decreased IL-8 secretion by MSCs
upon stimulation with INF-y, in comparison with non-stimulated MSCs, suggesting that MSC-
mediated chemotaxis targets neutrophils only under non-inflammatory conditions (90). Several
studies reported an increased expression of IL-1p, an anti-inflammatory cytokine, by MSCs in

inflammatory conditions(91) ; we had the same results only in WJ-MSCs co-cultures.

These results are important because, in vivo, WJ-MSCs and ELCs act on many of the

leukocyte subsets involved directly or indirectly in regulating the immune system. However, to
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our knowledge, there are no reports yet elucidating the effects of differentiated cells on: (1)
CD3+ T-cell enriched population, which is important in the context of graft versus host disease
as they are the major effector cells in this disease (92); (2) NK cells, as they represent the major
effector of the innate immune response exhibiting a critical role in early host defense against
infections and cancer (52). Such effects need to be investigated as it is critical to know whether
the immune privilege of WJ-MSCs and ELCs is maintained in the context of this type of
response, especially in an allogeneic context.

To assess this, we analyzed the immunosuppressive effects of WJ-MSCs and
differentiated ELCs on the proliferation of a CD3+ activated T-cell enriched population. We
noted that ELCs, and to a lesser extent WJ-MSCs suppressed the proliferation of activated CD3+
T cells, and this inhibition was more noticeable in the cell-cell contact condition. Inhibition of
CD3+ T cells by human BM-MSCs (86,93-95), umbilical cord blood-MSCs (86), placenta-
MSCs (86,96) and umbilical cord-MSCs (38,97) had already been described in the literature;
however, we are the first to show that endothelial differentiation of MSCs do not alter this

capacity.

Although, inhibition of NK cell proliferation by MSCs from different sources
(47,48,52,98-100) in both contact and transwell conditions (48) has been described by previous
studies, others have reported a higher expansion and cytotoxicity of NK cells when co-cultured
with WJ-MSCs (101), as well as an inability of WJ-MSCs to inhibit the activation of a subset of
NK cells (100) [CD569" a subset known to produce cytokines after activation with low natural
cytotoxicity (63)]. Our data indicated that WJ-MSCs not only inhibited NK cells proliferation,
independently from cellular contact, but also maintained this immunosuppressive function once
differentiated into ELCs.

Our secondary goals were then to find out the mechanisms by which WJ-MSCs and
ELCs exert their immunosuppression on NK and T cells. In an examination of candidate
molecules that may be involved, we investigated the possible implication of MMP-2 and MMP-
9. In fact, besides the important role of MMPs in the modification of the extracellular matrix, cell
mobilization and cell-extracellular matrix interactions, it has been shown that MMPs have other
substrates such as cytokines and inflammatory mediators, thus having an effect on the regulation

of the immune response and cell proliferation (41,102). Ding et al. have found that MMP-2 and
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MMP-9 play an important role in the suppressive activity of murine BM-MSCs and that blocking
these two MMPs restored totally T-cell proliferation (39). MMP-2 and MMP-9 were both
detected in the supernatants of ELCs co-cultured with T or NK cells; however the addition of
SB-3CT did not have a major effect on restoring T or NK cells proliferation suggesting that

ELCs effect on T or NK cells proliferation is due to a combination of mediators.

Inhibition of T and NK cells functions is mediated in part by soluble factors produced by
MSCs. As numerous candidates have been identified as actors in MSC immunomodulation,
expression levels of seven factors (IDO, IL-6, IL-1B, COX-2, TGF-, HGF and COX-1) by
ELCs and WJ-MSCs were evaluated after 3 days of “direct” and “transwell” co-cultures with
activated T and NK cells. ELCs showed a higher expression of IL-6 and IL-1p in NK and T cells
co-cultures in comparison with WJ-MSCs. Prevention of cellular contact had only a minor effect
on their expression levels. Concerning IDO, this enzyme was mainly detected in ELCs when
they were co-cultured with NK cells in direct contact, but was also present when the cells were
separated. This expression was also detected after co-culture with T cells, but less than with NK
cells. COX-2, the PGE2 producing enzyme was mainly detected in ELCs after co-culture with T
cells, either in contact or not. However this downregulation was much more pronounced in co-
cultures with NK cells. In contrast with other studies (32,103), we observed a lack of TGF-p,
HGF and COX-1 expression by ELCs and WJ-MSCs in all culture conditions. To sum up, our
data offer an interesting clue regarding the secretory profile of differentiated cells in an in vitro
inflammatory microenvironment, which may be in part responsible of their immunosuppressive

capacities.

The inhibition of T-cell proliferation might be related to the downregulation of activation
markers expressed on T cells such as CD25, the IL-2 receptor that is rapidly induced by
antigenic or mitogenic T-cell stimulation. Several studies have described the effect of MSCs on
the expression of CD25 and reported either a downregulation or no effect (86,94,104,105). In
these studies, the dowregulation of the CD25 expression was shown to inhibit T cells
proliferation mediated by IL-2. To test the hypothesis that ELCs also downregulated CD25, we
analyzed CD25 expression on T cells after co-culture. Unexpectedly, we found that direct co-
cultures with ELCs but also with WJ-MSCs induced an increase of CD25 expression. Since this

result is not correlated with the observed inhibition of T-cell proliferation, we supposed this
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increase of CD25 was due to a proliferation of a Tregs population, as it was previously shown by
Selmani et al. (88) and others (43,78,86,99). Indeed, our results were consistent with previous
studies as we noticed an important increase of CD4+CD25+FoxP3+ population in direct co-
cultures with MSCs in comparison with the controls. More interestingly, ELCs also induced a
high percentage of this population. Among the mediators secreted by MSCs, IDO is one of the
factors that were shown to contribute to the generation of regulatory T cells subset (106-109);
however, our inhibition experiments did not allow us to conclude of a role of IDO in the
generation of Tregs, neither do MMP-2 and MMP-9. As our results also showed a high
expression of COX-2, the enzyme producing PGE2 and as this prostaglandin was described to
promote adaptive Tregs differentiation (42), it is possible that the generation of Tregs we

observed in our study was mediated by PGE2.

Next, we wanted to evaluate the impact of ELCs on NK cells phenotype after co-culture
and focused our analysis on three main NK markers: CD16, CD56 and NKG2D. The use of
CD16 and CD56 allowed us to distinguish two subsets after NK cells expansion with IL-15:
CD16+CD56+ and CD16-CD56+ subsets, but the intensity of CD56 was similar between the two
subsets. After co-culture with ELCs either in contact or not, no change in the subset repartition
was observed and this result was not modified after the use of SB-3CT or 1MT. In contrast, the
CD16+CD56+ population was no longer observed after co-culture with MSCs. This was due to
two phenomena: a loss of CD16, which was seen by an increase of the CD16-CD56+ population
and a reduction of the CD56 expression, which lead to the apparition of a CD56dim population.
Surprisingly, after adding IDO and MMPs inhibitor in co-cultures, this population was partially
restored. This latter result is in agreement with studies showing that MMPs are involved in the
shedding of CD16, which occurred after NK cells activation and place NK cells in a refractory
phase (50).

We next examined the impact of co-culture of NK cells with ELCs on NKG2D
expression. We focused our interest on this receptor because some reports have described that
MSCs inhibitory effects are closely related to the downregulation of activating receptors,
especially NKG2D (47). We showed a decrease in the surface expression of NKG2D activating
NK receptor when NK cells were cultured in contact with ELCs. This result is in agreement with

a very recent paper published by Chauveau et al., where they demonstrated that endothelial cells
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activation and proliferation modulate NKG2D activity (110). We also observed that preventing
the contact between NK cells and ELCs limits this downregulation. Regarding WJ-MSCs, the
same results as Spaggiari et al. were observed. Taken together, these results showed that ELCs
retain the same properties as MSCs of down modulating NKG2D even after differentiation. As
Spaggiari et al. highlighted the role of IDO and PGEZ2 in this phenomenon, we tested the effect
of 1IMT on the restoration of NKG2D expression. However in our study, addition of IMT had no
effect on the restoration of NKG2D expression either this ELCs or with WJ-MSCs. The
restoration of NKG2D expression may require the inhibition of more than one mediator.

Characterization of ELCs showed a high expression of CD73 on their surface, so we
wanted to investigate whether CD73 may have an impact on ELC mediated immunomodulation.
As mentioned before, CD73 is a 5’-ectonuleotidase that uses extracellular AMP to produce
adenosine. Besides the cited roles of adenosine in the endothelial microenvironment, it was
shown that adenosine is a potent immunosuppressor involved in the inhibition of IL-2, CD25,
IFN-y and TNF-a expression and decreases cytolytic ability of cytotoxic T cells (111,112). Very
recently, it has been proven that NK cells acquire expression of CD73 after a co-culture with
MSCs and that CD73+NK cells had the ability to convert AMP into adenosine. Our results
confirm that not only NK cells could acquire CD73 expression upon co-culture with WJ-MSCs,
but also showed that the proportion of CD73+NK cells was more important after co-culture with
ELCs. Further studies should verify if the up-regulation of CD73 on NK cells will be
accompanied by increased enzyme activity. It would be interesting also to determine the
mechanism by which NK cells acquire this marker. A recent study has stated that human
CD4+CD39+ regulatory T cells produce adenosine upon co-expression of surface CD73 or a
contact with CD73+ exosomes or CD73+ cells (113). Saldanha-Araujo et al. have shown
increased levels of CD73 expression on the cell surface of CD4+ T cells and CD4+CD25+ Tregs
after a co-culture with BM-MSCs (114), we are currently investigating whether a co-culture with
WJ-MSCs will induce the same effect before and after endothelial differentiation.

In conclusion, we were able to differentiate WJ-MSCs into endothelial-like cells using
simple culture conditions depending mainly on endothelial inductive medium EGM-2 on
(PAH/PSS)4 substrate. From the above analysis, we can conclude that WJ-MSCs and ELCs share

many immunomodulatory properties. Both of them are non-immunogenic and

150



Chapitre 6 : Les propriétés immunomodulatrices des CSM-GW apres différenciation vers un phénotype
endothélial : impact sur les cellules T et NK

immunosuppressive, lack MHC Il molecules and co-stimulatory molecules, can inhibit and
impair T cells and NK cells functions by producing immunomodulatory soluble factors, generate
a regulatory T cells subset, moreover they can induce CD73 expression on NK cells. However,
the intensity of expression of soluble mediators was different between ELCs and WJ-MSCs. It
depends also on the immune cells type they are co-cultured with. We also noticed that a direct
cell contact or not influence the expression of the mediator. It is worth mentioning that: (1)
MSCs are highly sensitive to the microenvironment and modulate their multiple functions
according to the external conditions, (2) MSCs have different characteristics depending on the
source from where they are derived, (3) immune cells functions vary from each donor, (4)
culture and differentiation protocols may have an important impact on the behavior of MSCs and
the obtained differentiated cells. Thus it is difficult to compare results concerning MSCs
immunomodulation and this explains the discrepancies we had with other published data. Our
findings allow a further characterization of differentiated cells which is based on the preservation
of the immunomodulatory properties of naive mesenchymal stem cells and not only based on the
expression of specific markers of the mature desired phenotype. This may be an additional
benefit promoting the reparative capacity of generated endothelial like cells, which can be used
for generating vascular grafts or can provide both organ recellularization and restoration of a
physiological microenvironment without being rejected by the immune system of the patient.
Further studies are needed to clearly decipher the molecules or soluble factors responsible of

their immunosuppressive effects even after differentiation.
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Table 1. List of PCR primers and corresponding annealing temperatures used for the present

study.
Name Annealing Forward Primer Reverse Primer
temp. (°C)

RP29 60 5’-CATAGGAAGCTGGGAGCAAG-3’ 5’-GCCCTCCAATCAGTCTTCTG-3’
IDO 1 60 5-TCACAGACCACAAGTCACAGC-3' 5-AGTTGGCAGTAAGGAACAGCA-3'
IL-6 60 5-GGTACATCCACGGCATCT-3' 5- GTGCCTCTTTGCTGCTTTCAC-3'

IL-1B 60 5-CTGATGGCCCTAAACAGATGAAG-3' | 5-GGTCGGAGATTCGTAGCAGCTGGAT-3'
COX-1 62 5'-AAACCCTACACCTCCTTCCAG-3' 5'-CTCCAACGCATCAATGTCTCC-3'
COX-2 62 5-GCTGGAACATGGAATTACCCA-3' 5-CTTTCTGTACTGCGGGTGGAA-3'
TGFp1 60 5'-AACAATTCCTGGCGCTACCTC-3’ 5'-TGCCGCACAACTCCAGTG-3’
B7-H1 64 5-TGCCTTGGTGTAGCACTGAC-3 5’-CGTCTCCTCCAAATGTGTATCA-3’
B7-H4 64 5’-CAGATGCTGGCACCTACAAA-3’ 5’-ATTCACTTCCGGCATGCTGA-3’
CD95L 64 5’-CACACAGCATCATCTTTGGAG-3’ 5’-AAATGGGCCACTTTCCTCAG-3’
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Figure legends

Figure 1. Validation of the endothelial character. (A) Cell morphology. EGM-2 stimulated (a, b) and
unstimulated (c, d) WJ-MSCs morphology on (PAH-PSS). coated glass slide (a, ¢) and on glass slide (b,
d) was investigated by inverted optical microscopy (Nikon Diaphot, UFX-DX, Japan; Xx10
magnification, scale bar = 100 pm). Only EGM-2 stimulated WJ-MSCs (a) showed a slight
morphological evolution from fibroblastic to polygonal shape. (B) Markers expression by stimulated
WJ-MSCs seeded on (PAH-PSS), films, during the differentiation culture with EGM-2. Expression of 3
mesenchymal markers (CD73, CD90, and CD105) and 2 immune markers (HLA-DR and CD86) was
evaluated at 5, 10 and 15 days of differentiation period by flow cytometry. Data represent the average of
positive cells from three independent experiments. Error bars indicate SEM. (C) Protein expression of
endothelial markers. CD31, VE-cadherin and VEGF-R2 expressions by cells cultured in the four
conditions were determined by Western blot: (c) EGM-2/(PAH-PSS)4, (d) EGM-2/glass slide, (¢) EBM-
2/(PAH-PSS)4, (f) EBM-2/glass slide. Endothelial cells extracted from vein umbilical cord (HUVECS)
were used as positive control (b), and WJ-MSCs as a negative control (a). GAPDH was used as a loading
control. (D) Endothelial like cell functionality. Acetylated low-density lipoprotein (ac-LDLs) uptake by
unstimulated (e and f) and EGM-2 stimulated (c and d) WJ-MSCs on (PAH-PSS)s. HUVECs were used
as positive control (b). Nuclei counter-staining with DAPI appeared in blue, whereas uptake ac-LDLs

appeared in red. (X 40 oil objective, scale bar = 50 um).

Figure 2. Immune characterization of endothelial like cells: interactions with PBMCs. (A) Study of
the immunogenicity of endothelial like cells and their immunosuppressive capacity on PBMCs. Non-
activated and phytohemagglutinin (PHA)-activated peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were
co-cultured in the presence of WJ-MSCs or ELCs at a ration 1:1 of WJ-MSCs/ELCs: PBMCs. Co-
cultures were prepared in the presence or absence of cell-cell contact; the latter were performed using
transwell chambers. Proliferation of PBMCs was assessed by quantifying DNA using Hoechst 33258 dye.
Data are shown as the mean+SEM for the DNA concentrations (pg/ml) (n=3). *, ** *** indicate a
statistically significant difference with respectively p<0.05, p<0.01 and p<0.005. (B) Analysis of cytokine
concentrations in co-culture supernatants using CBA assay. PHA-activated PBMCs were co-cultured in
presence or absence of WJ-MSCs and ELCs at 1:1 ratio of WJ-MSCs /ELCs: PBMCs. 1L12p70, TNF-o,
IL-6, IL-8, IL-10 and IL-1B concentrations in cell-free supernatants were determined with a cytometric
bead array after 3 days of culture. Cytokines concentration detected in conditioned medium of activated
PBMCs in absence of WJ-MSCss or ELC were considered as basal expression of such cytokines. Data are
shown as the mean+SEM of the cytokine concentration in pg/ml (n=3). IL: interleukin; TNF: tumor

necrosis factor; SEM: standard error of mean.
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Figure 3. (A) Effect of WJ-MSCs and ELCs on the proliferation of activated T cells. Activated T cells
were co-cultured in the presence of WJ-MSCs or ELCs at a 1:1 ration of WJ-MSCs/ELCs: T cells. Co-
cultures were prepared in the presence or absence of cell-cell contact; the latter were performed with
transwell chambers. Proliferation of activated T cells cultured in absence of MSCs or ELCs was the
positive control (100% of proliferation). Proliferation of T cells was determined, after 3 days of culture,
by DNA quantification using Hoechst 33258 dye. (B) Representative zymogram of the contribution of
MMP-2 and MMP-9 in WJ-MSCs and ELCs mediated T cells immunosuppression. (B1) Supernatants
of co-cultures were collected to detect MMP-9(82kDa) and MMP-2(63kDa) by gelatin zymography.
ELCs and WJ-MSCs are considered as controls. (B2) SB-3CT, a MMPs inhibitor, was added to the co-
cultures and proliferation of activated T cells was measured by quantifying their DNA using Hoechst
33258 dye. Proliferation of activated T cells alone was the positive control (100% of proliferation). For
figures A and B2, data are shown as the meantSEM of DNA concentration in pug/ml from 2 independent
experiments. (C) Expression levels of MSCs secreted immuoregulatory factors. IDO, IL-6, IL-1p and
COX-2 mRNA expression in WJ-MSCs and ELCs of direct and transwell co-cultures with activated
CD3+ T cells were determined by gRT-PCR. WJ-MSCs and ELCs cultured alone were considered as
controls. Results were normalized using the housekeeping gene ribosomal protein (RP)29 and compared
to controls and are shown as mean£SEM of fold change (n=2). IDO: indoleamine-2,3-dioxygenase, IL-6:
interleukin 6, IL-1p: interleukin 18, COX-2: cyclooxygenase 2 ; WJ-MSCs.: Wharton'’s jelly mesenchymal

stem cells, ELCs: endothelial like cells, SEM: standard error of mean.

Figure 4. WJ-MSCs and ELCs induce the generation of T cell subsets displaying a
regulatory phenotype. Activated CD3+ cells were co-cultured in the absence or presence of
WJ-MSCs and ELCs with SB-3CT (MMP-2 and MMP-9) inhibitor or 1methyl tryptophan (IMT
IDO inhibitor). Co-cultures were performed with both direct contact or transwell conditions.
After 3 days of co-culture, the percentages of CD3+CD25+, from different conditions are shown
in figures A and B. The percentages of CD25+FoxP3+ population were determined on the CD4+
population (C). CD3+CD25+FoxP3+ cells detected in activated T cells cultures in absence of
WJ-MSCs, ELCs and inhibitors were considered as controls. Data shown in A and C are
representative dot plots from one experiment. Data shown in B are the mean fluorescence
intensity +SEM of the percentages of CD3+CD25+ cells (n=2).

Figure 5. (A) Effect of WJ-MSCs and ELCs on the proliferation of activated NK cells. Activated NK
cells were co-cultured in the presence of WJ-MSCs or ELCs at a 1:1 ratio of WJ-MSCS/ELCs : NK cells.

Co-cultures were prepared in the presence or absence of cell-cell contact; the latter were performed with
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transwell chambers. Proliferation of activated NK cells cultured in absence of WJ-MSCs or ELCs was the
positive control (100% of proliferation). Proliferation of NK cells was determined, after 3 days of culture,
by DNA quantification using Hoechst 33258 dye. (B) Representative zymogram of the contribution of
MMP-2 and MMP-9 in WJ-MSCs and ELCs mediated NK- immunosuppression. (B1) Supernatants of
co-cultures were collected to detect MMP-9(82kDa) and MMP-2(63kDa) by gelatin zymography. ELCs
and WJ-MSCs are considered as controls. (B2) SB-3CT, a MMPs inhibitor, was added to the co-cultures
and proliferation of activated NK cells was measured by quantifying their DNA using Hoechst 33258 dye.
Proliferation of activated NK cells alone was the positive control (100% of proliferation). For figures A
and B2, data are shown as the meantSEM of DNA concentration in pg/ml from 2 independent
experiments.. (C) Expression levels of MSCs secreted immuoregulatory factors. IDO, IL-6, IL-1p and
COX-2 mRNA expression in WJ-MSCs and ELCs of direct and transwell co-cultures with activated NK
cells were determined by qRT-PCR. WJ-MSCs and ECLs cultured alone were considered as controls.
Results were normalized using the housekeeping gene ribosomal protein (RP)29 and compared to controls
and are shown as mean+SEM of fold change (n=2). IDO: indoleamine-2,3-dioxygenase, IL-6: interleukin
6, IL-14: interleukin 15, COX-2: cyclooxygenase 2 ; WJ-MSCs: Wharton's jelly mesenchymal stem cells,

ELCs: endothelial like cells, SEM: standard error of mean.

Figure 6. WJ-MSCs and ELCs mediated modulation on NK cell phenotype. Activated NK
cells were co-cultured in the absence or presence of WJ-MSCs and ELCs with SB-3CT (MMP-2
and MMP-9 inhibitor) or 1methyl tryptophan (LMT, IDO inhibitor). Co-cultures were performed
with both direct contact or transwell conditions. After 3 days of co-culture, distributions and
percentages of CD16+CD56+ population in different culture conditions was determined and are
shown respectively in A and B. Expression of NKG2D, was also assessed in different culture
conditions (C and D). CD16+CD56+ and NKG2D+ cells detected in activated NK cells without
ELCs or WJ-MSCs were considered as controls. Data shown in A and C are representative dot
plots from one experiment. Data in B and D are shown as the mean fluorescence intensity +SEM
of the percentages of CD16+CD56+ and NKG2D respectively (n=2).

Figure 7. WJ-MSCs and ELCs induce CD73 expression on NK cells. Activated NK cells
were co-cultured in the absence or presence of WJ-MSCs and ELCs with SB-3CT (MMP-2 and
MMP-9 inhibitor) or 1methyl tryptophan (LMT, IDO inhibitor). Co-cultures were performed
with both direct contact or transwell conditions. After 3 days of co-culture, CD73 expression on
NK cells was determined by flow cytometry. CD73+ cells detected in activated NK cells without
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WJ-MSCs and ELCs were considered as controls. (A) Data are shown as representative dot plots

from one experiment in A and as mean fluorescence intensity +SEM of CD73 in B (n=2).
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Chapitre 7 : Discussion, conclusions et
perspectives

L’intérét de la régénération des vaisseaux sanguins dans le traitement des pathologies
lieces a une déficience vasculaire est I'un des domaines de recherche les plus importants de
I'ingenierie tissulaire reposant sur les cellules endothéliales (110,289,290). De nombreuses
études ont montré I'importance des cellules endothéliales dans la réparation de I'endothélium
endommagé et la néoformation des vaisseaux sanguins (291). Ces cellules peuvent egalement
améliorer la perfusion chez les patients atteints de maladies vasculaires, tels que 1’artériopathie
périphérique ou l'infarctus du myocarde (292,293). Cependant, [l'utilisation de cellules
endothéliales matures dans l'ingénierie tissulaire est soumise a plusieurs contraintes telles que
I'isolement invasif des cellules autologues nécessaires pour générer des conduits vasculaires
(287) et la perte de leur potentiel de prolifération ainsi que leurs fonctions, une fois mises en
cultures in vitro (294). Pour s’affranchir de ces contraintes, les investigateurs ont essayé de
trouver d’alternatives. Le fait que les CSM peuvent étre isolées plus facilement et différenciées
en CE permet d’envisager ces cellules comme alternative aux cellules matures. En outre, leurs
faibles capacités immunosuppressives et leur hypo-immunogeénicité permettent I'utilisation de
CSM allogéniques sans la nécessité d’un traitement immunosuppresseur aprés transplantation,
facilitant d’avantage 1’utilisation des CSM en tant que composante cellulaire dans l'ingénierie
tissulaire (287).

Au cours des dernieres années, de nombreuses études se sont intéressees aux CSM de la
gelée de Wharton du cordon ombilical. La gelée de Wharton est le composant principal de la
matrice extracellulaire du cordon ombilical, renfermant une population de cellules « fibroblaste-
like », communément identifiées comme des CSM (6). Elles figurent parmi les cellules les plus
¢tudiées en tant qu’alternative aux CSM de la moelle osseuse, la source la plus utilisee de CSM,
et apparaissent comme un outil prometteur puisqu’elles permettent d’avoir des rendements
cellulaires plus importants. De plus, les CSM-GW se caractérisent par une plus importante
multipotentialité puisque ce sont des cellules plus primitives que les CSM adultes d’ou I’intérét
qui leur est porté en médecine régénératrice. Plusieurs études se sont notamment intéressées a

I'application des CSM-GW en ingénierie tissulaire vasculaire et plus particulierement a leur
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capacité de différenciation endothéliale (295). Des études publiées antérieurement ont reussi a
differencier les CSM provenant de diverses sources en cellules endothéliales (110,114,133,296—
300). Dans cette étude, nous avons pu aussi obtenir des cellules endothéliales différenciées a
partir de CSM-GW qui ont été ensemencées sur des films de polyélectrolytes constitués de 4
bicouches de (PAH-PSS) et cultivées dans le milieu commercial "Endothelial Growth Medium-
2" (EGM-2, Lonza) complété par des facteurs de croissance et du SVF. Dans la littérature,
différents protocoles de différenciation endothéliale ont été décrits utilisant des concentrations
différentes en SVF: 0% (301), 2% (132), 3% (114,137) et 5% (110,299). Vu que le SVF est
considéré comme un additif indésirable aux cellules développées et différenciées a des fins
thérapeutiques chez I'Homme, et que le pourcentage de SVF (5%) conseillé par le fournisseur n’a
pas été bénéfique pour la prolifération et la différenciation de nos cellules, nous avons testé une
gamme de concentrations (données non représentées) et réussi a avoir une meilleure
différenciation en réduisant le pourcentage a 0,5%. Les prochaines études viseront a éliminer

complétement le SVF ou le remplacer par du lysat plaguettaire.

L’identification de la différenciation des CSM-GW en CE a été d'abord évaluée par des
changements morphologiques. 1l est intéressant de noter que les CSM-GW ensemenceées sur les
films et cultivées en présence d’EGM-2 semblent s’engager dans la voie endothéliale en
présentant un changement morphologique remarquable aprés 2 semaines de différenciation, ce
qui contraste avec les résultats publiés dans d'autres études ou aucun changement morphologique
n’a été observé (114,132,296,299).

Un suivi cinétique de I'expression de certains marqueurs mésenchymateux par les CEL a
révélé que pendant le processus de différenciation, I'expression de CD105 et CD90 a diminué,
mais que les CEL ont conservé une expression de CD73 similaire aux cellules non-différenciées.
Ces résultats different de ceux obtenus par Gaafar et al. qui ont montré que les CEL différenciées
a partir de CSM du tissu adipeux ont conservé une expression de CD90, CD73 et CD105 avec un
niveau similaire aux CSM non différenciées (296). La perte d’expression des marqueurs
mésenchymateux peut étre liée a un meilleur potentiel de différenciation endothélial des CSM-
GW par rapport aux CSM adultes, ce qui a été déja démontré par Chen et al. en 2009 (110) et
plus récemment par notre groupe (données pas encore publiées). Le CD73 est une 5'-

ectonucleotidase exprimée abondamment sur les CE, qui utilise I'adénosine monophosphate
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(AMP) extracellulaire pour produire de I'adénosine (302—305). L’adénosine triphosphate (ATP)
est physiologiquement sécrétée dans I'espace extracellulaire grace a un mécanisme de transport
régulé. De I’ATP supplémentaire est sécrétée par les cellules lytiques sur les sites de 1ésions. Au
niveau de I’endothélium vasculaire, I'ATP extracellulaire est déphosphorylée en adénosine
diphosphate (ADP) puis en AMP par le CD39 et finalement en adénosine par le CD73. L’ATP
est pro-inflammatoire, alors que I'adénosine produite est anti-inflammatoire et agit sur plusieurs
molécules et mécanismes impliqués dans 1’extravasation des leucocytes. En outre, 1'adénosine
inhibe les réactions immunitaires en réduisant la sécrétion de cytokines par le systéme vasculaire
et les leucocytes (306). L’adénosine renforce également la fonction de barriére assuree par les
cellules endothéliales et cela par phosphorylation des protéines impliquées dans les jonctions
serrées (307). Ainsi, I’importante expression de CD73 par nos CEL met en évidence I'une des
nombreuses fonctions des CE et peut étre considérée comme I'un des tests permettant de vérifier

la fonctionnalité endothéliale.

Pour évaluer la différenciation endothéliale, nous avons choisi de déterminer I'expression
de certains marqueurs endothéliaux jouant des rdles importants dans les processus
physiologiques de maturation de I'endothélium. Apres 2 semaines de différenciation, les CEL ont
montré une expression positive de CD31, VE-cadhérine et VEGFR2 d’une maniére similaire aux
HUVEC considérées comme contrdles positifs. Le CD31, la VE-cadhérine et le VEGF-R2 sont
trois marqueurs endothéliaux spécifiques connus pour leur réle important dans la maturation de
I'endothélium durant I'angiogenése (308). Le VEGFR2, I'un des deux principaux récepteurs du
VEGF, joue un role essentiel in vivo mais s’associe également aux métalloprotéinases
matricielles pour former des structures de type capillaire in vitro. Des données publiées dans la
littérature rapportent que son expression est augmentée apres la différenciation des CSM en
présence de VEGF qui est un facteur de croissance important pour la différenciation endothéliale
(309). Il a été demontré que la VE-cadhérine est nécessaire pour la réparation des dommages
induits par les pathologies vasculaires et pour la genese vasculaire (310). Le CD31, nommé
également PECAM-1 (platelet endothelial cell adhesion molecule-1), est un récepteur
transmembranaire hémophilique connu pour avoir divers rbles dans la biologie vasculaire, y
compris I'angiogeneése, la fonction plaquettaire, et la thrombose (311). Notre resultat concernant
I'expression de CD31 est contradictoire a 1'é¢tude d’Oswald et al. (132) et Janeczek et al. (298)

qui n'ont pas montré une expression de CD31 sur leur CE différenciées a partir de CSM-MO,
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mais dans d'autres études 1’expression de cette protéine a été fortement augmentée apres la
différenciation endothéliale (110,114). L'expression de ces marqueurs par les CSM-GW
différenciées semble valider la réussite de la différenciation endothéliale; cependant une
différenciation réussie doit étre vérifiée ultérieurement au niveau fonctionnel. Parmi les fonctions
endotheéliales, nous avons évalué la capacité des CSM-GW stimulées par ’EGM-2 a incorporer
les lipoprotéines de basse densité acétylées (Dil-LDL-Ac). Les résultats ont montré que les CEL
ont été capables d’incorper les LDL. Certaines études ont montré que l'incorporation du LDL-Ac
par les CE est modulée par la force de cisaillement (297,312), contrairement a nos résultats ou
I’EGM-2 seul combiné aux films de polyélectrolytes (PAH-PSS)4 dans un état de culture statique
ont été suffisants pour que nos CEL exercent cette fonction, et tout en exprimant des marqueurs

endothéliaux spécifiques au niveau protéique.

De nombreuses études ont montré que les CSM pourraient moduler les réponses
immunitaires innée et adaptative par plusieurs mécanismes. Hors leurs propriétés
immunomodulatrices s’averent étre d’une grande importance pour 1’utilisation potentielle de ces
cellules en clinique (6,267). L’objectif de cette étude a donc été d’¢lucider si les propriétés
immunomodulatrices des CSM persistent ou sont altérées suite a la différenciation des CSM vers
un phénotype endothélial.

Certains auteurs ont montré que I'absence de I'expression des molécules co-stimulatrices
telles que CD80 et / ou CD86 par les CSM peut induire une anergie des cellules T, un
mécanisme par lequel les CSM peuvent induire une immunosuppression (313). Des études
antérieures ont montré que les cellules chondrogéniques, adipogéniques et ostéogéniques
différenciées a partir de CSM-GW n'expriment pas ces deux molécules (4,6,314). Conformément
a ces études, nous avons pu observer que seulement 1,9% des CEL ont exprimé le CD86 apres
différenciation, cette tres faible expression pourrait alors induire une anergie des cellules T. Nous
avons obtenu le méme résultat en ce qui concerne l'expression de la molécule du complexe
d’histocompatibilité de classe II, HLA-DR, contrairement aux rapports précedents montrant que
la différenciation in vitro des CSM-MO allogéniques en cellules myogeéniques, musculaires
lisses, endothéliales (315) et neurales (3) ont induit significativement l'expression de cette
molécule. Cela suggérerait donc que les CSM-WJ garderaient leur immunoprivilége aprés

différenciation en CEL.
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L’aspect immunogene des CEL a été ensuite évalué¢ dans une réaction lymphocytaire
mixte ou ces dernieres représentaient les cellules stimulantes et les CMN HLA-incompatibles
représentaient les cellules répondeuses. Puisque les CEL n’ont pas induit la prolifération des
cellules mononucléées (CMN), elles peuvent étre qualifiées de cellules non immunogénes. Afin
de déterminer si l'effet immunosuppressif des CSM-GW est conservé apres la différenciation
endothéliale, nous avons étudié la capacité des CEL a moduler I’alloprolifération des CMN
stimulées par un mitogéne, la phytohémagglutinine (PHA). Les deux populations ont été mises
soit en contact direct ; soit séparées par une chambre de Boyden pour évaluer le mécanisme par
lequel se fait I’immunosuppression. En effet, si une inhibition de la prolifération est observée
lorsque les cellules sont séparées par la chambre, cela suggere I’implication de médiateurs
solubles dans I’inhibition de la prolifération. De maniere inattendue, nous avons pu observer un
effet suppressif plus important des CEL que des CSM-GW et celui-ci semble étre
majoritairement médié par un contact cellulaire direct sans toute fois exclure 1’effet de
médiateurs dont la sécrétion seraient déclenchées par le contact. Des résultats similaires ont été
obtenus aprés la différenciation des CSM en cellules adipeuses, osseuses et cartilagineuses
(4,7,314). Méme si I'immunosuppression semble étre médiée par un contact direct, nous avons
voulu savoir s'il a eu des altérations dans la sécrétion de certaines cytokines clés pro- et anti-
inflammatoires dans les surnageants de co-culture en comparaison avec les CMN seules activées,
considérées comme contr6le positif. De facon intéressante, nous avons détecté une augmentation
des concentrations d'IL-6. Cette augmentation était plus importante dans les co-cultures de CEL /
CMN activées. L’IL-6 est connue pour étre I'un des facteurs sécrétés par les CSM et impliqué
dans une série d'actions immunosuppressives (243-246). Récemment, Li et al. ont obtenu un
résultat contradictoire qui montre que la différenciation des CSM en cellules myogéniques,
endothéliales et musculaires lisses a induit une diminution de la sécrétion d'IL-6 et que cet effet
est due a la différenciation indépendamment du type cellulaire ciblé (316). lls ont suggéré que
des faibles concentrations en I'IL-6 contribueraient au rejet des CSM allogéniques apres
implantation. Ainsi, notre résultat renforce I’hypothése que les CEL peuvent étre bien tolérées
apres implantation in vivo. Nous avons constaté aussi une inhibition de la sécrétion de TNF-a
dans les co-cultures en présence des CSM-GW et des CEL. Le TNF-a est une des cytokines pro-
inflammatoires sécrétées par les cellules immunitaires qui active les CSM et augmente leur

capacité immunosuppressive (241,317). Ainsi, les CEL ont conservé la capacité d’inhiber la
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sécretion de cette cytokine pro-inflammatoire. Précédemment, il a été montré que I'IL-10 est
impliquée dans I'immunosuppression médiée par les CSM de MO et du sang du cordon ombilical
et aussi dans la génération de Treg (317-320). De facon inattendue, nous avons observé une
diminution des concentrations de I'lL-10 dans les deux co-cultures avec CEL et CSM-GW ou des
plus faibles concentrations d'IL-8 ont été aussi détectées. L’IL-8 est une cytokine inflammatoire
produite par les cellules souches mésenchymateuses et connue pour induire la chimiotaxie en
activant les neutrophiles (321). Ce résultat est en accord avec I'étude de Hoogdjuin et al. qui ont
montré une diminution de la sécrétion d'IL-8 par les CSM stimulées par I'lFN-y, en comparaison
avec des CSM non stimulées, ce qui suggere que la chimiotaxie médiée par les CSM n’implique
les neutrophiles que dans les conditions non inflammatoires (322). Plusieurs études ont décrit
une augmentation de I'expression de I'lL-1pB, une cytokine anti-inflammatoire, par les CSM dans
des conditions inflammatoires (49). Nous avons pu observer le méme résultat obtenu uniquement

dans les co-cultures avec les CSM.

Ces résultats sont importants car, in vivo, les CSM-GW et les CEL agissent sur la plupart
des sous-ensembles de leucocytes impliqués directement ou indirectement dans la régulation du
systeme immunitaire. Cependant, a notre connaissance, il n'existe pas encore de rapports
élucidant les effets des cellules différenciées sur : (1) des populations enrichies en cellules T
CD3+, ce qui est important dans le contexte de la GVHD comme elles sont les cellules
effectrices essentielles dans cette maladie (323); et (2) les cellules NK qui sont les cellules
effectrices principales de la réponse innée jouant un réle essentiel dans la défense précoce de
I'nbte contre les infections et le cancer (172). De tels effets doivent étre étudiés car il est essentiel
de savoir si le privilege immunitaire des CEL est maintenu dans le cadre de ce type de réponse,

en particulier dans un contexte allogénique.

Pour commencer, nous avons analyseé les effets immunosuppressifs de des CSM-GW et
des CEL sur la prolifération d’une population enrichie en cellules T CD3+ activées par I’IL-2.
Nous avons constaté que les CEL, et les CSM-GW dans une moindre mesure, ont inhibé la
prolifération des cellules T CD3+ activées, et cette inhibition était plus marquée dans la
condition ou les deux populations cellulaires étaient en contact direct. L'inhibition des cellules T
CD3+ par les CSM-MO humaines (317,324-326), les CSM du sang de cordon ombilical (317),
les CSM placentaires (317,327) et les CSM du cordon ombilical (234,328), avait été deja décrite
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dans la littérature. Cependant, nous sommes les premiers a montrer que la différenciation

endothéliale des CSM ne modifie pas cette capacité.

L'inhibition de la prolifération des cellules NK par des CSM provenant de sources
différentes (172,264,268,329-331), selon des mécanismes impliquant a la fois des contacts
cellule-cellule et des facteurs solubles(331), a été déja décrite. Toutefois, d'autres travaux ont
rapporté une expansion et une cytotoxicité plus importantes des cellules NK une fois co-cultivées
avec des CSM-GW (332), ainsi que I'incapacité des CSM-GW a inhiber I'activation d'une sous-
population de cellules NK (268) [CD56°"9", une sous-population connue pour sa production de
cytokines apreés activation avec une cytotoxicité innée faible (295)]. Nos données ont indiqué que
les CSM-GW ont non seulement inhibé la prolifération des cellules NK, indépendamment du
contact cellulaire, mais aussi ont maintenu cette fonction immunosuppressive une fois

différenciées en CEL.

Nos objectifs secondaires étaient donc d’identifier les mécanismes par lesquels les CSM-
GW et les CEL exercent leur immunosuppression sur les cellules NK et T. Apres investigation
sur les molécules candidates qui peuvent étre impliquées, nous avons étudié I'implication
possible de la MMP-2 et MMP-9. En effet, a part le r6le important des MMP dans la
modification de la matrice extracellulaire, la mobilisation des cellules et les interactions entre la
cellule et la matrice extracellulaire, il a été montré que les MMP possedent d'autres substrats tels
que les cytokines et les médiateurs de I'inflammation, ayant ainsi un effet sur la régulation de la
réponse immunitaire et la prolifération cellulaire (333,334). Ding et al. ont rapporté que les
MMP-2 et MMP-9 jouent un rdle important dans l'activité suppressive des CSM-MO murines et
que le blocage de ces deux MMP a totalement rétabli la prolifération des lymphocytes T (219).
De maniére similaire a cette derniére étude, 1’augmentation modérée de la MMP-2 que nous
avons détecté dans le cas des co-cultures en contact direct des cellules T CD3+ activées avec les
CSM-GW et les CEL, avait un effet mineur sur leur effet immunosuppressif. Méme si l'activité
des MMP-2 était plus importante dans les co-cultures directes des CEL avec des cellules NK,
elle n'avait pas d'effets sur la suppression médiée par les CEL, ce qui indique que cette
augmentation pourrait étre liée a d'autres activités connues des MMP telles que la mobilisation

des cellules et les interactions cellules-matrice extracellulaire.
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L'inhibition des fonctions des cellules T et NK fait intervenir en partie par des facteurs
solubles produits par les CSM. Un grand nombre de candidats ont été identifies comme acteurs
dans I’immunomodulation des CSM. Les niveaux d’expression de sept facteurs (IDO, IL-6, IL-
1B, de la COX-2, TGF-B, HGF et COX-1) par les CEL et les CSM-GW ont été évalues apreés 3
jours de co -cultures "directes” et en "transwell" avec des cellules T et NK activées. Les CEL ont
montré une expression plus élevée d'l1L-6 et d’IL-1pB dans les co-cultures des cellules NK et T en
comparaison avec les CSM. La prévention des contacts cellulaires n'a eu qu'un effet mineur sur
leurs niveaux d'expression. Des résultats contradictoires ont été obtenus concernant I'expression
de I’IDO. Les co-cultures avec des cellules NK ont induit une expression plus importante d’IDO
par les CEL contrairement aux co-cultures avec les cellules T ou son expression était plus élevée
par les CSM. Dans les deux co-cultures, I'expression de I'IDO était plus importante lorsque les
deux populations étaient en contact. Le COX-2 a été moins exprimé dans les CEL, mais cette
diminution a été beaucoup plus prononcée dans les co-cultures avec des cellules NK.
Contrairement a d'autres études (137,265), nous avons observé une expression réduite de TGF-p,
HGF et de la COX-1 par les CEL et les CSM dans toutes les conditions de culture. En général,
nos données offrent une piste intéressante en ce qui concerne le profil de sécrétion des cellules
différenciées dans un microenvironnement d’inflammation in vitro qui, pourrait étre responsable,

en partie, de leurs capacités immunosuppressives.

L’inhibition de la prolifération des cellules T déja démontrée pourrait étre dle a une
diminution de I’expression de marqueurs activateurs exprimeés a la surface de ces cellules tel que
le CD25 qui est un récepteur de 1’IL-2 et est rapidement induit aprés une stimulation antigénique
ou mitogénique. De nombreuses études ont décrit 1’effet que portent les CSM sur le CD25 et ont
montré soit une inhibition de son expression ou une absence d’effet (230,317,325,335). D’une
facon inattendue, nous avons constaté que les co-cultures directes avec les CEL et les CSM-GW
ont augmenté 1’expression de CD25 par les cellules T. Etant donné que ce résultat ne correle pas
avec une inhibition de la prolifération de cellules T, nous avons procédé a une évaluation du
pourcentage de cellules exprimant Foxp3+ au sein de la population CD25+. La génération d’une
population de cellules T régulatrices suite a des interactions directes avec les CSM a été
largement démontrée dans la littérature (267,317,320,330). En effet, nous avons eu un résultat
similaire montrant une importante augmentation de la population CD25+Foxp3+ dans les co-

cultures avec les CSM par rapport aux controles. De plus, nous avons pu observer que les CEL
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ont induit une plus grande population CD25+Foxp3+. IDO a été montré comme étant 1’un des
facteurs contribuant a ce mécanisme (336-339). Par contre, I’utilisation d’inhibiteurs d’SB3CT

ou de IMT ont montré que les MMP et IDO n’a qu’une faible contribution dans ce phénomeéne.

Ensuite, nous avons voulu étudier la capacité des CSM-GW a modifier le profil
d’expression de quelques marqueurs des cellules NK et de vérifier par la suite si la

différenciation endothéliale altérera cette capacite.

Tout d’abord, nous avons voulu évaluer I’impact de la co-culture avec des CSM ou des
ELC sur la répartition des populations CD16-CD56+ et CD16+CD56+. Nous avons pu observer
une augmentation de la population CD16+CD56+ pour la plupart des conditions avec et sans
transwell & une exception pres, la condition ou les CSM étaient cultivées en contact direct avec
cellules NK. En effet, dans cette condition, nous avons pu observer une chute de la population
CD16+CD56+, qui semble s’étre deplacée vers la gauche, montrant une diminution de
I’expression du CD56. L’ajout de I’inhibiteur de MMP et de I’inhibiteur d’IDO dans cette
condition a pu restaurer la population CD16+CD56+ bien que dans une moindre mesure pour
I’inhibiteur d’IDO.

NKG2D est un récepteur activateur exprimé a la surface des cellules NK et est impliqué
dans I’activation de ces cellules et la lyse des cellules cibles. Des études ont montré que les CSM
ont la capacité de diminuer I’expression de ce récepteur (172,264), alors que d’autres ont
démontré que NKG2D déclenche la lyse des CSM par les cellules NK (340). Nos résultats vont
dans le sens du premier groupe et ceci pour les co-cultures directes avec les CEL et les CSM-
GW. La prévention du contact entre les deux populations n’a eu qu’un effet mineur sur
I’expression de NKG2D. IDO, PGE2 et TGF-B1 sont parmi les facteurs contrdlant I’inhibition
des cellules NK par les CSM (264); ce ne fut pas le cas dans notre étude puisque I’inhibition
d’IDO n’a pas eu d’effet remarquable. La PGE2 pourrait y étre impliquée puisqu’on a montré
une augmentation de 1’expression de COX-2 dans les CSM (précurseur de PGE2). En effet, il
pourrait s’agir d’une action simultanée de plusieurs facteurs puisque Spaggiari et al. ont déja mis
en évidence qu’IDO et PGE2 agissent d’une maniere synergique, I’inhibition de chaque facteur
seul a été inefficace et ce n’est qu’en inhibant les deux ensemble qu’il a eu restauration des

fonctions des cellules NK (264).

182



Chapitre 7 : Discussion, conclusions et perspectives

La caractérisation des CEL a montré une importante expression de CD73 a leur surface,
alors nous avons investigué si cette expression aurait un impact sur I’immunomodulation médiée
par les CEL. Comme déja mentionné, CD73 est une 5’-ectonucléotidase utilisant 1’AMP
extracellulaire pour produire de I’adénosine. A part les roles de 1’adénosine dans le
microenvironnement endothélial, il a ét¢ montré que c’est un immunosuppresseur puissant
impliqué dans I’inhibition de I’IL-2, de CD25, des cytokines pro-inflammatoires TNF-a. et INF-y
et réduit la fonction cytolytique des cellules T cytotoxiques (341,342). Tres récemment, une
étude a prouve que les cellules NK acquierent une expression de CD73 suite a une co-culture
avec les CSM, et que les cellules NK CD73+ ont acquis la capacité de convertir ’AMP en
adénosine. Nous avons donc voulu déterminer si les CEL apres différenciation étaient capables
de transférer le CD73 aux cellules NK, de maniére similaire aux CSM. Nos résultats ont été
impressionnants, confirmant 1’acquisition de CD73 par les cellules NK aprés co-culture avec
CSM, et que la proportion de cellules NK CD73+ était plus importante dans les co-cultures avec
CEL avec une possible implication d’IDO. Il sera important de vérifier dans les prochains
travaux si cette expression de CD73 par les cellules NK sera associée a une activité enzymatique,
et essayer de décortiquer le mécanisme par lequel se fait le transfert de cette protéine. Une étude
récente, a montré que les cellules T régulatrices CD4+CD39+ produisent de 1’adénosine aprés
une co-expression de CD73 a la surface cellulaire et que le transfert de CD73 peut étre dd a un
contact soit avec des exosomes CD73+, soit avec des cellules CD73+ (343). Saldanha-Araujo et
al. ont aussi montré une augmentation d’expression de CD73 a la surface des cellules T CD4+ et
des cellules T regs CD4+CD25+ apres co-culture avec des CSM-MO (344), ce qui nous a incité
a vérifier si une co-culture avec des CSM-GW aura le méme effet avant et apres différenciation

(travaux en cours).

En conclusion, nous avons pu différencier les CSM-GW en CE en utilisant un protocole
de différenciation simple dépendant principalement des (1) facteurs angiogeniques contenus dans
le milieu EGM-2 sans ajout d’additifs et avec une teneur réduite en SVF et (2) des films
(PAH/PSS)4 en tant que substrat. D’aprés I’ensemble des résultats obtenus, il est possible de
conclure que les CSM-GW et les CEL partagent plusieurs propriétés immunomodulatrices : les
deux sont non immunogénes et immunosuppressives, n’expriment pas les molécules de CMH-II
ni les molécules de co-stimulation, peuvent inhiber et altérer les fonctions des cellules NK et T

via la production de facteurs solubles régulateurs, peuvent générer une population de T reg et
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induire une expression de CD73 par les cellules NK. Cependant, I’intensité d’expression des

différents médiateurs varie selon le type cellulaire.

Cependant ; il est important de mentionner que : (1) les CSM sont tres sensibles au
microenvironnement dans lequel elles se trouvent et exercent ses fonctions modulatrices selon
les conditions externes, (2) les caractéristiques des CSM peuvent varier selon leurs sources, (3)
les fonctions des cellules immunitaires varient entre chaque donneur, (4) les conditions de
culture et de différenciation pourraient avoir un impacts important sur le comportement des CSM
et des cellules différenciées, d’ou il est difficile de comparer les résultats des études concernant
I’immunomodulation par les CSM, ce qui explique les différences et les contradictions de nos
résultats avec d’autres. Néanmoins, nos données permettent une caractérisation plus avancée des
cellules différenciées qui est non seulement basée sur la validation du phénotype cellulaire ciblé
apres différenciation, mais aussi sur la vérification de maintien du caractere immunomodulateur
caractérisant les CSM naives. Cela peut étre un avantage supplémentaire favorisant les capacités
de réparation des CEL qui pourraient alors étre utilisées en tant que source cellulaire pour la
formation des substituts vasculaires, ou permettraient la recellularisation d’un organe et la
restauration d’un microenvironnement physiologique sans étre rejeté par le systéme immunitaire

du patient.
Nos résultats encourageants ouvrent la voie pour de nombreux projets d’études :

- En commencant par le protocole de différenciation ; puisque notre projet est a visée
thérapeutique, il serait souhaitable d’ajuster le protocole de différenciation afin qu’il ne
contienne plus de SVF ou dans le cas échéant le remplacer par du lysat plaquettaire
humain (LPH) puisque de nombreuses études ont montré I’efficacité du LPH pour
I’expansion des CSM (345-348), et aussi a été utilisé pour des protocoles de
différenciation (349-351).

- Des études sont actuellement en cours au laboratoire pour remplacer les films
multicouches a base de PSS et de PAH, de nature synthetique, par des films multicouches
naturels a base de chitosan et acide hyaluronique qui ont I’avantage d’étre autorisés par
I’agence nationale de sécurité du médicament et des produits de santé. Il serait nécessaire

de refaire la méme étude sur ces films pour déterminer si la nature du substrat pourrait
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avoir un impact sur les propriétés immunomodulatrices des CSM et des cellules

différenciées.

- La mise au point de la différenciation de CSM en cellules musculaires lisses est aussi
parmi les travaux en cours au sein de I’équipe. Une fois cette différenciation est validée,
il serait primordial de vérifier si les capacités immunosuppressives et la non-

immunogénicité des CSM seraient maintenues ou pas.

- En ce qui concerne les facteurs solubles immunorégulateurs secrétés par les CSM et les
CEL, le panel de facteurs que nous avons testé n’a pas permis d’identifier un acteur
précis pouvant étre impliqué. D’autres facteurs décrits dans la littérature son susceptibles
d’étre incriminés, et des tests d’inhibition combinés de plusieurs facteurs sont sans doute
nécessaires du fait que plusieurs facteurs peuvent réagir en synergie comme déja

démontré par Spaggiari et al. par exemple (264).

- Les résultats démontrant le transfert de CD73 a la surface des cellules NK en co-culture
avec les CSM et les CEL sont parmi les plus significatifs dans cette étude et méritent
d’étre d’avantage exploités. Il serait intéressant de décortiquer le mécanisme par lequel se
fait le transfert de ce marqueur, est-il d0 a un contact direct avec des cellules exprimant a
leur surface le CD73, ou a une prise d’exosomes contenant le CD73 sécrétées par des
cellules CD73+. Vérifier la fonctionnalité du CD73 & la surface des cellules immunitaires
est une autre étude a envisager afin de démontrer que I’immunosuppression passe par la

voie de 1I’adénosine et éventuellement quantifier sa production.

- Détailler les effets des CSM et des CEL sur les populations CD4+ « helper » et CD8+
« cytotoxiques » pourraient déterminer a quel étape de la réponse immunitaire nos

cellules sont les plus efficaces et exercent leurs fonctions suppressives.

- Bien que nos données prouvent que les CEL maintiennent les propriétés modulatrices des
CSM in vitro, il est possible que leur comportement change in vivo et qu’elles activent la
réponse immunitaire. Il serait judicieux de les implanter dans un modele animal afin de

valider leur sécurité d’utilisation en amont d’essais cliniques chez I’Homme.
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