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Etat de l’art 

 

I. Les cellules souches humaines 

A. Généralités 

Les cellules souches sont des cellules non spécialisées qui, sous l’effet d’un signal 

provenant de leur environnement, peuvent se différencier afin de devenir des cellules 

spécialisées. Elles constituent un réservoir cellulaire, notamment pour l’individu en devenir 

(embryon, fœtus) mais également chez l’individu adulte. Elles sont dotées de deux 

potentialités principales : leurs capacités d’auto-renouvellement et de différenciation.  

L’auto-renouvellement se définit comme la capacité d’une cellule à se diviser pour 

donner deux individus identiques. Cette division peut être réalisée de manière symétrique, 

c’est-à-dire qu’une cellule mère va donner deux cellules filles souches, ou bien de manière 

asymétrique, pour donner une cellule souche et une cellule différenciée. De cette manière, 

le pool originel de cellules souches est conservé. Une autre méthode de division consiste à 

donner deux cellules filles différenciées, dans ce cas, la cellule souche originelle disparait 

et le pool de cellules souches diminue. Ces divisions ont lieu dans la niche des cellules pour 

les divisions asymétriques et en dehors de la niche pour les divisions symétriques. 

La capacité de différenciation, quant à elle, résulte dans le fait de donner différents 

types cellulaires fonctionnels adaptés à la situation topographique ou au tissu environnant. 

La cellule obtenue perd son caractère souche. De manière générale, plus les cellules se 

différencient, plus elles sont spécialisées, moins elles prolifèrent. Cette capacité est 

dépendante du type de cellule souche. En effet, il existe 4 types de cellules souches. Chaque 

nouveau type implique une perte de capacité de différenciation. 

B. Cellules souches totipotentes et pluripotentes 
a. Caractéristiques 

Les cellules souches totipotentes sont les premières cellules dans le développement de 

l’organisme. Elles sont capables de produire l’intégralité des cellules constituant l’individu, 

ainsi que son environnement in utero (trophoblaste puis placenta, cordon ombilical et 

membranes). Elles constituent les stades du zygote jusqu’à la morula (de 2 à 16 cellules). 
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Les cellules souches pluripotentes sont responsables de la production des trois feuillets 

embryonnaires qui vont constituer l’intégralité du corps de l’individu : l’endoderme, le 

mésoderme et l’ectoderme. D’après les recommandations de l’International Stem Cell 

Banking Initiative (ISCT), elles sont caractérisées par la présence des marqueurs de surface 

SSEA-3, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 et l’absence de SSEA-1, ainsi que par 

l’expression des gènes Nanog, Oct-4, DNMT 3B, TDGF, GABRB3 et GDF3. Elles doivent 

également produire un tératocarcinome lorsqu’elles sont implantées chez la souris SCID 

(1).   

En 2006, Shinya Yamanaka publie une découverte majeure : la production d’un 

nouveau type de cellules souches, les cellules pluripotentes induites (iPSC), qui sont des 

cellules différenciées reprogrammées. A l’aide de rétrovirus, 24 gènes sont testés afin 

d’isoler la combinaison permettant de transformer les cellules différenciées en cellules 

pluripotentes. Quatre gènes sont identifiés comme permettant la reprogrammation des 

cellules au stade de la pluripotence : Oct3/4, Sox2, KLF4 et c-Myc (2). En 2007, une autre 

équipe publie une nouvelle association de gènes n’incluant pas le proto-oncogène c-Myc : 

Oct4, Sox2, NANOG et LIN28 (3). 

b. Cadre législatif 

L’usage des cellules souches pluripotentes, c’est-à-dire des cellules souches 

embryonnaires, en recherche ou en application clinique nécessite la destruction d’un 

embryon. L’obtention d’une telle lignée cellulaire est alors subordonnée à plusieurs points. 

Tout d’abord d’un point de vue éthique, le présupposé est que l’embryon n’a pas de statut 

moral ou alors que les bénéfices potentiels de la recherche ou de la thérapie sont importants 

(4). En France, depuis la loi du 06 aout 2013 modifiant la loi n°2011-814 du 07 juillet 2011, 

la recherche sur l’embryon et les cellules souches embryonnaires est passée d’un régime 

d’interdiction avec dérogations à un régime d’autorisation encadrée. D’un point de vue 

légal (Source : Articles L2151-5 et L1241-5 du code de la Santé Publique, République 

Française) : 

- la pertinence scientifique de la recherche doit être établie 

- l’usage des CSE doit avoir une finalité médicale 

- le recours à l’embryon est nécessaire, c’est-à-dire qu’on ne peut plus substituer des 

cellules d’un autre organisme 

https://www.legifrance.gouv.fr/affichCodeArticle.do?idArticle=LEGIARTI000027812527&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20140807
https://www.legifrance.gouv.fr/affichCodeArticle.do?cidTexte=LEGITEXT000006072665&idArticle=LEGIARTI000006686268&dateTexte=&categorieLien=cid
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- les principes éthiques doivent être respectés 

- l’embryon ne doit plus faire l’objet d’un projet parental et le couple doit avoir donné 

son autorisation avec un délai de 3 mois avant l’usage des cellules 

- une autorisation doit être délivrée par l’agence de la Biomédecine qui juge de la 

pertinence scientifique du projet, de la finalité médicale et du fait qu’elle ne peut 

être menée sans recourir à des embryons ou cellules souches embryonnaires 

- un embryon ayant servi à la recherche ne peut plus être implanté à des fins de 

gestation 

- un embryon résultant d’une interruption volontaire de grossesse peut être utilisé à 

des fins de recherche si la femme la subissant a donné son consentement et que le 

protocole de recherche est validé par l’Agence de la biomédecine. 

Ces dispositions sont très variables d’un pays à un autre, et l’on peut définir 4 

catégories de législation encadrant la recherche sur l’embryon et les cellules souches 

embryonnaires : législation permissive, permissive avec restriction, restrictive et enfin 

législation d’interdiction (Source : Agence de la Biomédecine – Encadrement international 

de la bioéthique – Actualisation 2014). Ces 4 catégories regroupent des caractères 

principaux communs, mais de petites variations existent entre chaque pays d’une même 

catégorie. 

La législation permissive, en vigueur notamment au Royaume-Uni (Tableau 1), 

autorise les recherches sur l’embryon et les CSE humains, la dérivation de nouvelles 

lignées de CSE humaines, la création d’embryons pour la recherche et le transfert 

nucléaire ; la majorité des techniques sont autorisées à l’exception du clonage reproductif. 

La législation permissive avec restrictions, en vigueur en France et dans la majorité 

des pays européens (Tableau 1), autorise – ou n’interdit pas – les recherches sur l’embryon 

et les CSE humains et la dérivation de lignées à partir d’embryons ne faisant plus l’objet 

d’un projet parental. La destruction d’embryon est donc autorisée. En revanche, le transfert 

nucléaire est interdit tout comme la création d’embryon pour la recherche. Ce dernier point 

est d’ailleurs ratifié par la Convention internationale d’Oviedo sur les Droits de l’Homme 

et la Biomédecine du 4 avril 1997 et tous les pays signataires s’y soumettent. A ce jour, 29 

pays du continent européen l’ont ratifiée (Source : Conseil de l’Europe – Etat des signatures 

https://www.agence-biomedecine.fr/IMG/pdf/2014_encadrement_juridique_international_vdef.pdf
https://www.agence-biomedecine.fr/IMG/pdf/2014_encadrement_juridique_international_vdef.pdf
http://www.coe.int/fr/web/conventions/full-list/-/conventions/treaty/164/signatures?p_auth=f5bIZ6Ob
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et ratifications du traite 164). Dès lors, les financements européens pour la recherche sur 

l’embryon y sont également soumis. 

La législation restrictive, en vigueur entre autres en Allemagne (Tableau 1), interdit 

les recherches sur l’embryon à l’exception de lignées importées. Aucune destruction 

d’embryon n’est tolérée dans le cadre de la recherche. 

La législation d’interdiction interdit l’ensemble des recherches sur embryon, mêmes 

les lignées importées. 

Tableau 1 : Types de législations encadrant la recherche sur les cellules souches embryonnaires et pays dans lesquels 
elles sont en vigueur 

Type de législation Pays concernés 

Permissive Belgique, Chine, Corée du Sud, Egypte, Etats-Unis (sur fonds non 

fédéraux), Israël, Japon, Royaume-Uni, Russie, Singapour, Suède, 

Taiwan, Ukraine 

Permissive avec 

restrictions 

Australie, Brésil, Bulgarie, Canada, Chypre, Croatie, Danemark, Espagne, 

Estonie, Finlande, France, Grèce, Hongrie, Inde, Islande, Norvège, 

Nouvelle-Zélande, Pays-Bas, Portugal, République Tchèque, Slovénie, 

Suisse 

Restrictive Allemagne, Etats-Unis (sur fonds fédéraux), Hongrie, Italie 

D’interdiction Autriche, Chili, Colombie, Costa Rica, Equateur, Irlande, Jordanie, 

Lituanie, Malaisie, Maroc, Pérou, Philippines, Pologne, Slovaquie, 

Tunisie, Uruguay, Venezuela, Vietnam. 

 

c. Utilisation dans le cadre d’essais cliniques 

A ce jour, les CSE sont ou ont été utilisées dans le cadre de peu d’essais cliniques – 

22 répertoriés sur le site clinicaltrials.gov au 20 octobre 2017. Ceux-ci concernent 

majoritairement des traitements de maladies de la rétine et 3 concernent l’insuffisance 

cardiaque, la maladie de Parkinson et un protocole d’amélioration de fécondation in vitro. 

Si l’avenir de la thérapie par les cellules souches pluripotentes semble dépendant de 

l’utilisation des iPSC (5), il faut noter que les iPSC sont issues d’un tissu adulte. Par 

conséquent, leur patrimoine génétique est altéré au niveau des télomères, mais également 

http://www.coe.int/fr/web/conventions/full-list/-/conventions/treaty/164/signatures?p_auth=f5bIZ6Ob
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des suites des modifications épigénétiques subies lors de la vie du patient. De plus, les 

gènes réactivés lors de la production des iPSC sont des gènes tumoraux. Par exemple, 

NANOG et Sox2 ont déjà été détectés dans différents cancers – glioblastome, tumeurs 

primitives du cerveau, cancers du sein, de l’œsophage, du colon, de l’ovaire et de la prostate 

(6). Leur utilisation est donc subordonnée à la preuve de leur non tumorogénicité après 

implantation. 

C. Cellules souches multipotentes 
a. Caractéristiques 

Les cellules souches multipotentes appartiennent à l’un des trois feuillets 

embryonnaires et ne peuvent pas se différencier en un type cellulaire d’un autre feuillet. 

Elles sont déjà engagées, c’est-à-dire qu’elles peuvent donner un nombre limité de types 

cellulaires spécialisés ; ce sont par exemple les cellules souches hématopoïétiques, 

mésenchymateuses ou les cellules de la crête neurale. Elles sont caractérisées différemment 

selon leur type cellulaire. Elles peuvent provenir de différentes sources, adultes – sang 

périphérique, moelle osseuse, tissu adipeux, liquide synovial, etc… – mais également de 

sources fœtales – placenta, liquide amniotique, membranes, sang placentaire et gelée de 

Wharton. 

b. Cadre législatif 

La législation française impose le recueil du consentement libre et éclairé du donneur, 

ou de sa mère lorsqu’il s’agit d’un fœtus. De plus, le don doit être bénévole et anonyme – 

sauf dans le cas d’un don entre frère et sœur – et ne concerne que les personnes majeures, 

sauf cas exceptionnel. Auparavant, les cellules provenant des annexes fœtales étaient 

considérées comme des déchets opératoires. Depuis la loi relative à la Bioéthique du 7 

juillet 2011, le sang de cordon, le sang placentaire, les cellules du cordon et du placenta 

sont considérés comme des sources de cellules souches et leur prélèvement est soumis aux 

mêmes règles que les cellules souches d’origine adulte (Source : Articles L1211-1 à L1211-

9, L1221-1 à L1221-8-1 et L1241-1 à L1241-4 du code de la Santé Publique, République 

Française). 

https://www.legifrance.gouv.fr/affichCode.do?idArticle=LEGIARTI000006686056&idSectionTA=LEGISCTA000006171017&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20170328
https://www.legifrance.gouv.fr/affichCode.do?idArticle=LEGIARTI000006686056&idSectionTA=LEGISCTA000006171017&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20170328
https://www.legifrance.gouv.fr/affichCode.do;jsessionid=0870876DB12A19035C9EAD1EA6A0022F.tpdila23v_1?idSectionTA=LEGISCTA000006171018&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20170123
https://www.legifrance.gouv.fr/affichCode.do;jsessionid=0870876DB12A19035C9EAD1EA6A0022F.tpdila23v_1?idSectionTA=LEGISCTA000006171033&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20170123
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c. Utilisation en clinique et essais cliniques 

Actuellement, les cellules souches multipotentes sont utilisées en thérapie cellulaire 

pour une seule indication dans le monde, les pathologies touchant le système 

hématopoïétique. Depuis les années 1970, les cellules souches hématopoïétiques sont 

utilisées pour traiter les hémopathies malignes réfractaires. Le patient est traité pour induire 

une aplasie médullaire, qui a le double effet de détruire les cellules cancéreuses et de 

provoquer une vacuité médullaire. Les CSH d’un donneur sain et HLA (Human Leukocyte 

Antigen) compatible sont ensuite transfusées au patient afin de reconstituer une 

hématopoïèse normale et produire des lignées sanguines saines. La réponse allogénique 

des lymphocytes du greffon va pouvoir détruire les éventuelles cellules cancéreuses 

résiduelles, c’est ce qu’on appelle l’effet du greffon versus leucémie (GvL). Dans ce genre 

de traitement, l’une des principales complications est la réaction du greffon contre l’hôte, 

appelée GvHD – graft versus host disease. Lors d’une GvHD, les lymphocytes du greffon 

réagissent contre les tissus et organes du receveur. La prophylaxie de la GvHD consiste en 

l’administration d’immunosuppresseurs tels que la ciclosporine seule ou associée à 

d’autres molécules comme le méthotrexate par exemple. Le traitement curatif de la GvHD 

repose sur l’administration en première ligne de corticoïdes et en seconde ligne d’autres 

immunosuppresseurs. De nombreux traitements émergent actuellement dont le but est 

également de préserver l’effet GvL. Les CSM notamment, sont utilisées en essais cliniques 

en adjonction à la greffe ou après la greffe de CSH pour améliorer la prise du greffon – 

rôle stromal – et réguler la GvHD – rôle immunomodulateur. Ces différentes propriétés 

seront détaillées dans la suite de ce travail. 

De nombreux essais cliniques en cours utilisent des cellules souches multipotentes 

dans le but de traiter des pathologies ou régénérer un tissu lésé. Leurs capacités de 

différenciation sont telles que ces essais concernent la plupart des tissus ou organes du 

corps humain : système vasculaire, nerveux, respiratoire, digestif, musculo-squelettique, 

rétine… 

D. Cellules souches unipotentes 
a. Caractéristiques 

Les cellules unipotentes ne peuvent produire qu’un seul type cellulaire propre à un 

organe ou tissu, comme les cellules intestinales ou les cellules de la peau. Leurs capacités 
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de différenciation sont donc limitées. Elles permettent de réparer le tissu en cas de lésion, 

ou simplement de renouveler les cellules. Elles sont présentes dans la plupart des tissus et 

organes du corps. Leur caractérisation est spécifique du type cellulaire. 

b. Cadre législatif 

Tout comme les cellules souches mésenchymateuses, le recueil des cellules souches 

unipotentes est soumis, dans la législation française, au recueil du consentement libre et 

éclairé du donneur (Source : Articles L1211-1 à L1211-9, L1221-1 à L1221-8-1 et L1241-

1 à L1241-4 du code de la Santé Publique, République Française). Dans le cadre de la 

thérapie cellulaire et tissulaire à partir de cellules souches unipotentes, il est en revanche 

très fréquent d’avoir recours à un prélèvement autologue. En l’occurrence, il existe deux 

possibilités : (1) le prélèvement et l’administration des cellules se fait lors d’une seule et 

même intervention médicale, l’action est donc soumise aux obligations légales en lien avec 

le traitement du patient, (2) les cellules prélevées nécessitent une préparation particulière 

qui ne peut s’effectuer que par des établissements ou organismes autorisés par l’Agence 

nationale de sécurité du médicament et des produits de santé (Source : Article L1243-2 du 

code de la Santé Publique, République Française). 

c. Utilisation en clinique et en recherche 

Les cellules souches unipotentes sont utilisées en clinique, notamment les cellules 

souches limbiques de la cornée dans les lésions de celle-ci (7) ou encore les cellules souches 

de la peau en cas de brûlures (8). Des études récentes montrent l’émergence de thérapies 

associant des cellules unipotentes avec des cellules souches mésenchymateuses, 

particulièrement dans les traitements de greffes cutanées (8,9). 

  

https://www.legifrance.gouv.fr/affichCode.do?idArticle=LEGIARTI000006686056&idSectionTA=LEGISCTA000006171017&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20170328
https://www.legifrance.gouv.fr/affichCode.do;jsessionid=0870876DB12A19035C9EAD1EA6A0022F.tpdila23v_1?idSectionTA=LEGISCTA000006171018&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20170123
https://www.legifrance.gouv.fr/affichCode.do;jsessionid=0870876DB12A19035C9EAD1EA6A0022F.tpdila23v_1?idSectionTA=LEGISCTA000006171033&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20170123
https://www.legifrance.gouv.fr/affichCode.do;jsessionid=0870876DB12A19035C9EAD1EA6A0022F.tpdila23v_1?idSectionTA=LEGISCTA000006171033&cidTexte=LEGITEXT000006072665&dateTexte=20170123
https://www.legifrance.gouv.fr/affichCodeArticle.do?cidTexte=LEGITEXT000006072665&idArticle=LEGIARTI000006686215&dateTexte=&categorieLien=cid
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II. Les cellules souches mésenchymateuses 

A. Caractérisation 

Les CSM sont définies par l’ISCT comme adhérentes au plastique en conditions 

standards, positives pour les marqueurs de surface CD73, CD90, CD105 et négatives pour 

CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79α ou CD19 et le complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe II HLA-DR. Elles doivent également être capables de se 

différencier en ostéoblastes, chondroblastes et adipocytes (10). Leurs propriétés 

immunomodulatrices peuvent également être caractérisées, particulièrement pour les essais 

cliniques, selon deux articles récents de l’ISCT (11,12). Selon leurs auteurs, 7 

caractérisations doivent être menées : un test standard par « priming » des cellules à l’IFN-

γ/TNF-α , une analyse fonctionnelle, l’utilisation de cellules répondantes purifiées, 

l’analyse de la sécrétion d’IDO in vitro, la xénogreffe chez l’animal, l’analyse prospective 

de la réponse lymphocytaire des patients, et le suivi des CSM injectées pour vérifier si elles 

sont la cible d’une réponse immunitaire. Le terme de cellules souches mésenchymateuses 

apparait pour la première fois en 1975 dans une publication de Collet et Des Biens, qui 

retrouvent des cellules souches dans le mésenchyme pulmonaire de fœtus de rats (13). Une 

définition plus fidèle est réalisée par Sager en 1982, qui décrit des cellules fibroblastiques 

capables de se différencier en adipocytes, myoblastes et chondrocytes chez le hamster (14). 

Il faut attendre 1991 pour que Caplan décrive des cellules adhérentes au plastique « non 

limitées en termes de prolifération », capables de se différencier selon des signaux de 

l’environnement, voire de se déplacer pour atteindre un tissu lésé. La possibilité d’une 

utilisation de ces cellules en thérapie tissulaire y est déjà testée chez l’animal et discutée 

chez l’Homme, mais uniquement dans le cadre d’un usage autologue (15). Aujourd’hui, 

les CSM sont caractérisées par leur forme, l’expression de certains marqueurs de surface 

et leurs capacités de différenciation – ostéocytes, adipocytes et chondrocytes, et, sous 

certaines conditions de culture, en cellules d’origine extra-mésodermale (10,16–18). Deux 

appellations coexistent : cellules souches mésenchymateuses et cellules stromales 

mésenchymateuses multipotentes. Il convient d’utiliser le terme « souche » uniquement 

lorsque les critères reconnus du caractère souche sont vérifiés (19). Le terme « stromal » 

fait référence à la capacité des CSM de former un support nourricier favorisant la 

prolifération des progéniteurs hématopoïétiques. Par action paracrine, elles agissent 
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particulièrement au sein de la moelle osseuse mais également ex vivo pour favoriser 

l’expansion de cellules souches hématopoïétiques en préparation d’une greffe (20) . 

B. Sources 

Les CSM sont présentes dans plusieurs tissus adultes et fœtaux. Chez l’adulte, elles se 

situent majoritairement dans le tissu adipeux et la moelle osseuse, mais également dans le 

liquide synovial (21), le sang périphérique (22,23), le derme (24), la muqueuse gingivale 

(25) et la pulpe dentaire (26), les amydgales (27), l’endomètre et le sang menstruel (28). 

Chez le fœtus, on en retrouve dans le liquide et les membranes amniotiques (29), le placenta 

(30) et la gelée de Wharton (31). Ces différentes sources présentent des avantages et des 

inconvénients. Par exemple, les CSM-MO sont collectées via un geste invasif, douloureux, 

nécessitant une prise en charge médicale adaptée. Plusieurs études ont montré que l’âge du 

donneur influence les capacités prolifératives, de différenciation, la sénescence et les 

capacités immunomodulatrices de ces cellules (32,33).  Cet effet est également retrouvé 

sur les CSM de tissus adipeux (32,34). Les sources fœtales sont aussi dépendantes de leur 

environnement ; en effet, les CSM-GW sont influencées par des facteurs obstétricaux tels 

que l’âge maternel, le terme à la naissance ou encore le diabète gestationnel (35–37). Ce 

sujet sera détaillé plus loin. 

Plusieurs critères poussent à privilégier les CSM issues de sources fœtales, et 

particulièrement les CSM issues de la gelée de Wharton. En effet, la faible iatrogénie du 

prélèvement, la plus grande quantité de cellules disponibles ainsi que leur caractère plus 

primitif incluant une meilleure prolifération, une senescence plus tardive et des propriétés 

immunomodulatrices plus robustes (31,38–41) en font de bonnes candidates en thérapie 

allogénique. La gelée de Wharton est un tissu conjonctif dérivé du mésoblaste extra-

embryonnaire. C’est une structure avasculaire très hydratée qui permet de protéger les 

vaisseaux du cordon ombilical de la compression tout en maintenant une importante 

mobilité dans le liquide amniotique (Figure 1). Elle contient de nombreux polysaccharides 

notamment des glycosaminoglycanes et principalement de l’acide hyaluronique (38), des 

fibres de collagène ainsi que de nombreuses CSM (38,42).  
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Figure 1 : Structure du cordon ombilical  
A gauche : coupe histologique transversale d’un cordon ombilical au macroscope 1x, coloration HES. A droite : coupe 
histologique transversale d’un cordon ombilical au macroscope 10x, coloration HES.  
Le cordon ombilical est composé de 2 artères et d’une veine, protégés par la gelée de Wharton. Le tout est entouré d’une 
membrane appelée l’amnion. La gelée de Wharton est un tissu conjonctif très hydraté et composé de nombreuses CSM 
avec une concentration cellulaire accrue à proximité des vaisseaux sanguins.  
A = artère ; v = veine ; GW = gelée de Wharton ; a = membrane amniotique ; e = endothélium ; zp = zone périvasculaire. 

 

Plusieurs études ont montré que la quantité de gelée de Wharton ou la qualité des 

cellules du cordon ombilical varient en fonction de l’âge gestationnel (43), mais également 

en cas d’hypertension maternelle ou d’anomalie de quantité du liquide amniotique (44). En 

particulier, plusieurs facteurs obstétricaux tels que le mode d’accouchement, l’âge 

maternel, le poids du nouveau-né, la parité (c’est-à-dire le nombre d’enfants dont la mère 

a déjà accouché), l’existence d’une hypertension maternelle ou d’une prééclampsie ont été 

étudiés. 

C. Propriétés 

Les CSM ont différentes fonctions dans l’organisme, selon leur situation et leurs 

potentialités. Au sein des tissus, elles constituent un réservoir cellulaire pour le 

renouvellement tissulaire grâce à la variété de leur potentiel de différenciation. Au sein de 

la moelle osseuse, elles représentent 0,001 à 0,01% des cellules nucléées avec des 

variations en fonction de l’âge. Elles y ont un rôle stromal pour les CSH : elles 

maintiennent une structure en 3 dimensions par la sécrétion de composants de la matrice 

extracellulaire (collagènes, acide hyaluronique), sécrètent des facteurs de l’angiogenèse 

(FGF, VEGF, ANGs, IL-6) et stimulent les cellules souches hématopoïétiques en sécrétant 

des facteurs de croissance (EPO, TPO, GM-CSF, G-CSF…) (45). De fait, un dérèglement 
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de la population de CSM dans la MO constitue un facteur de développement cancéreux 

(46). Elles ont également une action paracrine qui se décline en plusieurs rôles : trophique, 

immunomodulateur, « homing » et anti-tumoral. Le rôle trophique est d’une part réparateur 

et régénérateur, médié par la production de facteurs de croissance très variés (SDF-1, FGF, 

VEGF, PDGF, EPO, TPO, HGF, GDNF, BDNF …) (45), mais également anti-apoptotique 

et pro-angiogénique. L’immunomodulation des CSM est médiée par la sécrétion de 

molécules qui agissent sur les cellules immunitaires. Une revue de Bernardo et Fibbe fait 

état d’une potentialité différente des CSM en fonction de l’environnement (47). Elles 

seraient donc capables d’avoir un comportement anti-inflammatoire mais également pro-

inflammatoire pour recruter des cellules de l’immunité sur un site le nécessitant. Les CSM 

peuvent également quitter la niche médullaire et, en cas de lésions, migrer vers le site lésé 

par chémo-attraction. Cette dernière propriété est d’un intérêt particulier dans le 

développement d’applications cliniques basées sur l’apport de CSM de manière peu 

invasive – injection intra-veineuse par exemple – afin de traiter des sites difficile d’accès 

(48). 
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III. Alloréactivité et rôle des CSM 

L’alloréactivité est définie comme une réponse primaire forte des lymphocytes T 

contre une variation allélique des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 

(CMH) (49). Si le mécanisme de l’alloréactivité n’est pas encore totalement élucidé, il est 

admis que le lymphocyte T tient le rôle majeur de sa mise en œuvre. La réaction 

immunitaire qui en découle est la plus vigoureuse du système immunitaire et provoque une 

destruction du « non soi ». Elle provient de la présentation du non soi aux lymphocytes T 

par des cellules spécialisées, les cellules présentatrices d’antigènes (CPA). Les CSM-GW, 

du fait de leur origine, ne peuvent être utilisées que dans un contexte allogénique. Elles 

peuvent se comporter comme des CPA, ou bien avoir un effet modulateur de la réaction 

immunitaire. Ces différentes notions seront développées dans ce chapitre.  

A. Mécanismes impliqués dans l’alloréactivité 

a. L’identité 

i. Généralités 

Le complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) appelé HLA chez l’homme pour 

human leukocyte antigen, constitue un panel de protéines membranaires du soi spécifique 

à chaque individu, déclinées en classe I ou II. Leur rôle est de présenter un antigène 

peptidique résultant de la digestion de protéines cellulaires, virales, bactériennes ou 

parasitaires aux lymphocytes T. Elles constituent le déterminant principal du rejet ou de la 

prise de greffe. 

Les protéines HLA de classe I sont exprimées par toutes les cellules nucléées et 

présentent des antigènes cytosoliques – peptides dits intrinsèques – aux lymphocytes T 

CD8+ cytotoxiques. Les protéines HLA de classe II, quant à elles, sont exprimées par les 

cellules dendritiques, les macrophages et les lymphocytes B pour présenter des peptides 

extrinsèques aux lymphocytes T CD4+. 

Les gènes codants pour ces protéines se situent sur le bras court du chromosome 6. Une 

troisième classe existe, codant pour des produits participant à la réaction immunitaire – le 

système du complément et les cytokines TNF – ainsi que pour les protéines chaperonnes 

HSP (Figure 2). 
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Figure 2 : Locus HLA (adapté de plusieurs sources)  
Les molécules HLA se divisent en 3 classes, toutes codées par le bras cours du chromosome 6. 
La structure des molécules HLA de classe I et II dont le rôle est de présenter des peptides 
d’antigènes diffère entre les deux classes. De nombreux allèles existent pour chacune de ces 
molécules, sauf pour les molécules HLA-E, HLA-F et HLA-G. 

Ce sont les gènes les plus polymorphes du génome des mammifères ; ils sont hérités 

des deux parents avec une expression codominante : un individu possède donc une 

signature HLA unique et, dans une même fratrie, il existe une chance sur quatre que deux 

individus soient compatibles.  

Les molécules HLA classiques permettent la présentation de peptides dérivés des 

antigènes aux lymphocytes T. Elles ont une large spécificité, c’est-à-dire que de nombreux 

peptides différents pourront être présentés par une même molécule HLA. Elles lient les 

peptides de manière spécifique et ne peuvent donc pas lier d’autres produits – lipides, 

glucides… Une molécule HLA ne présente qu’un peptide à la fois et ce avec un temps de 

dissociation très long, afin qu’un lymphocyte T ait le temps de repérer ce peptide. Les 

molécules HLA possèdent un sillon de liaison aux peptides qui va permettre de présenter 

le peptide sur la surface membranaire de la cellule présentatrice d’antigène. L’expression 

par une cellule d’une molécule HLA de classe I ou de classe II dépend du peptide présenté 

et de sa voie de préparation à l’intérieur de la cellule : un peptide apprêté dans le cytosol et 

chargé sur la molécule HLA dans le réticulum endoplasmique sera dit « cytosolique » ou 
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« intrinsèque » et présenté par une molécule HLA de classe I, tandis qu’un peptide apprêté 

dans l’endosome sera présenté par une molécule HLA de classe II. 

Les CSM-GW expriment peu les molécules HLA de classe I et n’expriment pas de 

molécules HLA de classe II à leur surface. Parmi les molécules HLA de classe I, elles 

peuvent exprimer une forte proportion de molécules HLA-G. 

ii. HLA-G 

HLA-G est une molécule HLA de classe I dite non classique exprimée sous 7 

isoformes – 4 membranaires et 3 solubles – dont le polymorphisme est limité comparé aux 

molécules HLA classiques (Figure 2). HLA-G est normalement exprimée par des tissus 

fœtaux – l’ovocyte fécondé, le trophoblaste, l’amnion, les cellules endothéliales des 

vaisseaux du chorion et les érythroblastes fœtaux – et adultes – thymus, cornée et 

érythroblastes. C’est une molécule inductible sous certaines conditions (présence 

d’hormones, TNF-α, IFN, IL-10, stress, hypoxie…). Les CSM issues de tissus adultes et 

fœtaux expriment HLA-G (50,51), principalement sous ses formes membranaires HLA-G1 

et soluble HLA-G5 (52). Cette molécule possède un rôle crucial dans la tolérance fœto-

maternelle et le maintien de la grossesse. Il a été montré que son absence conduit à des 

avortements spontanés (53,54), probablement en raison d’une mauvaise acceptation 

immunitaire de la grossesse que l’on peut considérer comme une semi-allogreffe. En 

situation allogénique, HLA-G est capable d’inhiber directement la fonction des cellules 

immunitaires effectrices par interaction avec les récepteurs inhibiteurs ILT2 

(immunoglobulin-like transcript 2) et ILT4 des lymphocytes T, B, des cellules NK et des 

cellules présentatrices d’antigènes (52,55–60). Sa sécrétion permet d’inhiber la 

cytotoxicité, la sécrétion d’IFN-γ, le chimiotactisme et la maturation des cellules 

dendritiques, tout en induisant des cellules dendritiques tolérogènes. Certaines cellules 

cancéreuses sont capables d’exprimer HLA-G, échappant ainsi au système immunitaire, 

avec des risques accrus de métastases et une large diminution de la survie globale des 

patients (61) ; cependant sa présence pourrait servir de facteur pronostique et de cible 

thérapeutique (62). 
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b. Activation et mécanismes d’action des lymphocytes T 

i. Lymphocytes T naïfs 

Les lymphocytes T sont les acteurs centraux de l’immunité cellulaire adaptative. Ces 

cellules issues de la lignée hématopoïétique lymphoïde maturent dans le thymus puis 

migrent vers les organes lymphoïdes secondaires ou les tissus périphériques. Elles sont 

impliquées dans la reconnaissance du soi, l’activation d’autres cellules immunitaires, la 

lyse de cellules infectées et la constitution d’une mémoire immunitaire. Ces lymphocytes 

sont dits naïfs lorsqu’ils sont spécifiques d’un antigène qu’ils n’ont pas encore rencontré, 

présenté par une cellule présentatrice d’antigène porteuse d’une molécule HLA du soi. Il 

existe plusieurs sous populations de lymphocytes T. Les lymphocytes T CD8+ 

reconnaissent les peptides intrinsèques liés aux molécules HLA de classe I et se 

différencient en lymphocytes T cytotoxiques (CTL) qui lysent directement les cellules 

infectées. Les lymphocytes T CD4+ reconnaissent les peptides extrinsèques et les 

molécules HLA de classe II. Ils se différencient en plusieurs sous-populations de 

lymphocytes T caractérisées selon leur profil de sécrétion cytokinique détaillé dans le 

tableau 2 : TH1, TH2, TH17 ou encore Treg ; d’autres populations commencent également 

à être décrites mais ne seront pas développées ici.  

 

Tableau 2 : Caractéristiques des différentes sous-populations de lymphocytes T 

Sous-

population 
Cytokines sécrétées Rôle 

Th1 IL-2, IFN-γ, TNF-α Mobilisation des CD8+, NK, macrophages 

Th2 IL-4, IL-5, IL-13 
Activation de la voie humorale ; Allergie ; 

Régulations de la réaction immunitaire 

Th17 IL-17, IL-22 Réaction antibactérienne, antifongique 

Treg IL-10, TGF-β Contrôle de la réponse immunitaire 
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ii. Activation des lymphocytes T 

Les lymphocytes T naïfs sont activés par les cellules dendritiques. Le premier signal 

d’activation d’un lymphocyte T naïf est la liaison du complexe HLA-peptide au récepteur 

de cellule T (TCR) situé à la surface membranaire des lymphocytes T.  

S’ensuivent plusieurs renforcements de cette liaison (Figure 3) : 

- Selon le type de lymphocyte T, les corécepteurs CD4 ou CD8 viennent confirmer 

la classe de la molécule HLA et assurer l’adéquation peptide/lymphocyte. 

- Ensuite, les molécules de costimulation (CD40, CD80, CD86) présentées à la 

surface membranaire de la cellule présentatrice d’antigène se lient à leur récepteur 

(CD40 ligand ou CD28) présent sur la surface du lymphocyte T et renforcent le 

signal activateur. C’est un second signal qui est indispensable à l’action du 

lymphocyte. En cas d’absence des molécules de costimulation, le lymphocyte entre 

en anergie. Ce signal de costimulation provoque une augmentation de l’expression 

de la molécule CD40 ligand (CD40L) à la surface des lymphocytes T, ce qui va 

induire un renforcement et un maintien de la costimulation du lymphocyte T par la 

CPA. 
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Lorsque le signal est activateur, le lymphocyte T se différencie selon l’environnement 

et prolifère. Les différentes populations engendrées auront des rôles différents, effecteurs 

et mémoires ; les lymphocytes effecteurs migrent vers les agents pathogènes ou étrangers 

pour agir, tandis que les lymphocytes mémoires resteront en attente d’un nouveau contact 

avec le même agent étranger. Ces derniers pourront être activés par toute cellule 

présentatrice d’antigène – monocyte, macrophage, cellule dendritique, lymphocytes B… 

Le second signal peut être inhibiteur, ce qui constitue un mécanisme de tolérance du 

système immunitaire dont le rôle principal est d’empêcher les lymphocytes de réagir au 

soi. Lors de la présentation d’un peptide issu d’un antigène du soi, 3 voies sont possibles. 

Figure 3 : Récepteurs et ligands impliqués dans l'activation des lymphocytes T 
Source : Les bases de l’immunologie fondamentale et clinique, Abbas et al. Elsevier 2016 
Principales molécules de surface des lymphocytes T CD4+ participant à l’activation de ces 
cellules et leurs ligands correspondants sur les cellules présentatrices d’antigènes. Les 
lymphocytes T CD8+ utilisent la plupart de ces molécules mais reconnaissent les antigènes 
présentés par les molécules du CMH de classe I. Les propriétés importantes des principales 
molécules à la surface des lymphocytes sont également décrites. 
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La première est immunogène, le lymphocyte T naïf s’active, prolifère et la population 

engendrée se différencie en lymphocytes T effecteurs ou mémoires. Ceci provoque une 

auto-immunité et les maladies qui en découlent – polyarthrite rhumatoïde, maladies 

inflammatoires chroniques de l’intestin, lupus…  La plupart de ces lymphocytes auto-

réactifs sont détruits lors de la sélection négative centrale afin de protéger l’individu de 

réactions auto-immunes. Cette tolérance centrale n’étant pas absolue, elle est complétée 

par une tolérance périphérique qui peut prendre différentes formes : celle de l’ignorance 

immunologique, le lymphocyte ne reconnait pas l’antigène du soi, ou celle de la tolérance, 

le lymphocyte T reconnait l’antigène et entre soit en apoptose, soit en anergie.  

Le processus tolérogène est déclenché soit par l’expression du récepteur CTLA-4, un 

analogue de CD28 à la surface du lymphocyte T, soit par la présence à la surface 

membranaire de la cellule présentatrice d’antigène des ligands PD-L1 ou PD-L2 qui se 

lient à PD1. Ces récepteurs membranaires sont exprimés de manière transitoire par les 

lymphocytes T pour mettre fin à leur activation et servent de point de contrôle de la réaction 

immunitaire. CTLA-4-CD80/86 et PD1-PD-L1/PD-L2 agissent en bloquant et éliminant 

les molécules de costimulation de la surface des cellules présentatrices d’antigène, soit 

parce que le lymphocyte a reconnu un antigène du soi, soit parce que l’environnement est 

celui d’une infection chronique. Leur blocage conduit à des réactions auto-immunes, il 

semble donc que ces récepteurs inhibiteurs interviennent en permanence pour empêcher la 

réaction des lymphocytes T autoréactifs. Les lymphocytes T régulateurs expriment ces 

mêmes molécules, de manière constitutive. 

iii. Rôle des lymphocytes T dans l’alloréactivité 

En situation allogénique, l’activation et la différenciation des lymphocytes T CD4+ en 

Th1 ou Th17 entraine la production de cytokines inflammatoires. Ces cytokines créent un 

environnement local inflammatoire délétère et induisent le recrutement et l’activation des 

autres cellules de l’immunité innée et adaptative. Les lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 

sont attirés par des gradients de chémokines pour induire l’apoptose des cellules cibles. 

Après reconnaissance des cellules cibles, ils libèrent des granules cytoplasmiques ; les 

perforines créent des pores dans les membranes des cellules cibles tandis que les granzymes 

pénètrent dans les cellules et fragmentent l’ADN. Les CD8+ interagissent également par la 

voie du Fas ligand pour provoquer la mort cellulaire (63,64). Les lymphocytes T ont donc 
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le double rôle de détruire directement les cellules du greffon par l’action des CD8+ mais 

également de recruter les autres effecteurs du système immunitaire via les sécrétions des 

CD4+. 

d. Mécanismes d’action des cellules présentatrices d’antigènes 

Les cellules dendritiques sont des cellules myéloïdes intervenant dans l’immunité 

adaptative ; ce sont des cellules présentatrices d’antigènes professionnelles. Ce sont les 

seules à pouvoir activer – ou « primer – les lymphocytes T naïfs. Elles sont présentes dans 

les tissus périphériques et agissent comme des sentinelles. Lorsqu’elles sont activées par 

un agent pathogène ou étranger, elles présentent aux lymphocytes des peptides dérivés des 

antigènes rencontrés. Selon leur degré de maturation, elles peuvent activer les lymphocytes 

T – cellules dendritiques matures – ou bien induire une tolérance – cellules dendritiques 

immatures ou semi-matures (40). Ainsi, elles peuvent intervenir en situation allogénique 

en présentant les antigènes HLA étrangers aux lymphocytes T. Les cellules dendritiques 

étrangères peuvent également présenter des antigènes HLA étrangers aux lymphocytes T ; 

ces processus sont appelés respectivement présentation directe et indirecte. 

Les macrophages sont des cellules myéloïdes phagocytaires résidant dans les tissus 

périphériques. Ils sont activés par l’intermédiaire du CD40L et de l’IFN-γ sécrété par les 

lymphocytes T. Leur rôle est de phagocyter les éléments étrangers mais ils peuvent 

également servir de cellules présentatrices d’antigène auprès des lymphocytes T CD4+ 

mémoires. Deux phénotypes distincts existent : M1 immunogène et M2 

immunosuppresseur. Le phénotype M1 dérive d’une stimulation par des produits bactériens 

ainsi que des cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ et TNF principalement) et produit 

d’autres cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6, IL-12, TNF-α, etc.) ainsi que des 

espèces réactives de l’oxygène dont le rôle est anti-microbien. Le phénotype M2 est induit 

par des cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10, IL-13, TGF-β, glucocorticoïdes, etc.) 

et sécrète des facteurs solubles et cytokines tels que VEGF, TGF-β, IL-10… Ces 

macrophages de type M2 sont impliqués dans la réparation tissulaire et ont des propriétés 

anti-inflammatoires et pro-angiogéniques (65). 

Les polynucléaires neutrophiles sont des leucocytes dont le rôle principal est la 

phagocytose des éléments étrangers ou pathogènes. Leur durée de vie est courte. Ils sont 

principalement attirés par des réactions inflammatoires comme celles résultant des lésions 
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d’ischémie-reperfusion des greffons lors d’une transplantation d’organe. En plus de la 

phagocytose de cellules étrangères, les neutrophiles sont capables d’induire la maturation 

des cellules dendritiques en augmentant l’expression des molécules de costimulation de 

ces dernières via la sécrétion de TNF-α (66,67). Les polynucléaires neutrophiles peuvent 

enfin agir comme des cellules présentatrices d’antigènes par le biais des molécules HLA 

de classe I et de classe II, et ainsi activer tous les lymphocytes T, qu’ils soient CD4+ ou 

CD8+ (68). 

B. Mécanismes inhibiteurs des CSM 

Les CSM possèdent des effets immunomodulateurs démontrés in vitro et in vivo. Ces 

effets sont aussi bien liés à des contacts cellulaires qu’à la sécrétion de facteurs solubles 

qui seront détaillés dans ce chapitre, qui leur permettent d’interférer avec le système 

immunitaire inné et adaptatif. Les CSM autologues et allogéniques semblent avoir le même 

potentiel immunomodulateur, ce qui indique que leurs effets sont indépendants du système 

HLA (69). Nous nous focaliserons ici sur les effets des CSM en situation allogénique. 

a. Lymphocytes T 

En situation allogénique, les principaux médiateurs de la réponse immunitaire 

adaptative sont les lymphocytes T. Via la sécrétion d’IFN-γ et de TNF-α, ceux-ci stimulent 

les CSM qui attirent les lymphocytes T par chimiotactisme pour un contact cellulaire. Les 

CSM sont des cellules peu immunogènes car elles n’expriment pas les molécules HLA de 

classe II comme HLA-DR ni les molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 (69,70). 

De fait, elles échappent à la reconnaissance par les lymphocytes T CD4+ et les font entrer 

en anergie. En coculture avec des cellules nucléées sanguines, les CSM ne modifient pas 

leur expression – ou non expression – des marqueurs mésenchymateux et des molécules 

HLA de classe I et II ; cependant une augmentation des molécules ICAM et VCAM, 

responsables des contacts cellule-cellule directs, est décrite (71). 
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De plus, l’expression par les CSM de l’enzyme IDO provoque une inhibition de la 

prolifération des lymphocytes T par déplétion du milieu environnant en tryptophane, un 

acide aminé essentiel à la multiplication cellulaire (70). Ce tryptophane est transformé en 

un métabolite toxique, la kynurénine, ainsi que des espèces réactives de l’oxygène. En 

parallèle, les CSM produisent des molécules solubles et des cytokines immunosuppressives 

parmi lesquelles PGE-2, HLA-G, IL-6, IL-10, VEGF, HGF et TGF-β (72–74). Ces 

dernières inhibent la prolifération des lymphocytes T, l’activation de ceux-ci par les 

cellules présentatrices d’antigènes et induisent la différenciation et la survie des 

lymphocytes T régulateurs (Figure 4). 

 

b. Cellules présentatrices d’antigènes 

Les CSM modulent l’action des cellules dendritiques à plusieurs niveaux. Elles en 

altèrent le phénotype, diminuent leur sécrétion de cytokines, empêchent leur 

différenciation et leur maturation et compromettent leurs capacités à présenter des 

Figure 4 : Processus d'interaction des CSM avec les lymphocytes T et les cellules dendritiques 
(d’après Ménard et al. 2011, Selmani et al. 2009, Larghero et al. 2009). 
En situation allogénique, les CSM interagissent avec le système immunitaire via plusieurs mécanismes qui aboutissent à 
une inhibition de la prolifération des lymphocytes T, provoquent leur anergie, inhibent la différenciation des cellules 
présentatrices d’antigènes et conduisent à l’émergence de lymphocytes T régulateurs. 
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antigènes (75). Ainsi, les cellules dendritiques deviennent incapables de « primer » les 

lymphocytes T. Les CSM semblent également capables d’induire une population de 

cellules dendritiques régulatrices inhibant les lymphocytes T (76,77). Leur profil semble 

proche de celui des CSM : faible expression des molécules de costimulation, incapacité à 

stimuler les lymphocytes T ou induction de l’anergie de ceux-ci, faible immunogénicité, 

induction de lymphocytes T régulateurs, sécrétion d’IL-10 et de TGF-β… 

Les CSM, grâce à la sécrétion de PGE-2, TGF-β, IL-6 et IL-10, bloquent la maturation 

des monocytes et des macrophages (76,78–80). Cet effet semble amélioré par la présence 

de PD-L1 et IDO (81). Les signaux de maturation des monocytes et des macrophages sont 

alors inhibés, de même que l’expression de leurs molécules HLA de classe II, des 

molécules de costimulation, leur production d’IL-1β, IL-6, IL-12, IFN-γ et TNF-α (72,82). 

Les monocytes/macrophages sont donc incapables de se différencier en cellules matures et 

de différencier des lymphocytes T mémoires. De plus, les CSM semblent induire une 

différenciation des macrophages vers un phénotype M2 anti-inflammatoire (80) participant 

à l’environnement immunorégulateur induit par les CSM en augmentant leur sécrétion 

d’IL-10 (82). 

Peu de données sont disponibles concernant l’action des CSM spécifiquement sur les 

polynucléaires neutrophiles. Il semble que la sécrétion d’IL-6 et d’IL-10 par les CSM 

protège les polynucléaires neutrophiles de l’apoptose, ce qui diminue leurs capacités 

phagocytaires (83–85) et les empêche de migrer vers les tissus (86).  

C. Recherches sur les CSM 
a. CSM et immunologie 

Certaines études décrivent que les CSM stimulées par des molécules inflammatoires 

telles que l’IFN-γ et le TNF-α augmentent leur expression des molécules HLA de classe II 

(70,87) et de CD40 seul (88). Si l’expression de ces deux protéines membranaires peut 

induire une réaction immunitaire, l’induction concomitante de PD-L1 et HLA-G semble 

contrebalancer leurs effets et inhiber l’activation des lymphocytes T. Plusieurs études 

précliniques décrivent des résultats contradictoires ; si certains montrent le caractère hypo-

immunogène des CSM (70), d’autres signalent qu’elles sont immunogènes et stimulent le 

rejet de greffe (87).  
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b. CSM et ingénierie cellulaire et tissulaire 

Les capacités de différenciation des CSM vont au-delà des chondrocytes, ostéocytes 

et adipocytes, puisqu’il a été démontré qu’elles pouvaient également se différencier en 

cellules productrices d’insuline (89), en cellules gliales (90), de vessie (91), de peau (92)…  

De fait, les CSM sont capables de participer à la reconstruction de tissus d’origine 

mésenchymateuse mais également de tissus d’origine ectodermique et endodermique 

(92,93). Ainsi, les CSM sont utilisées dans de nombreux essais cliniques – le site de 

recensement clinicaltrials.gov en répertorie plus de 700 au 02 octobre 2017 – portant sur le 

traitement de pathologies aussi diverses que le diabète, l’infarctus du myocarde, les 

traumatismes de la moelle épinière, la GvHD… Elles sont donc aussi bien utilisées pour 

leurs capacités de différenciation que pour leurs propriétés immunomodulatrices du fait 

qu’elles présentent une faible expression de CMH de classe I et pas d’expression de CMH 

de classe II et molécules de costimulation CD40, 80 et 86. Ainsi, les CSM ne créent pas de 

réaction allogénique, ce qui les protège de la lyse par les NK. En l’occurrence, elles sont 

utilisées en essais cliniques pour des greffes allogéniques ou encore le traitement de 

différents cancers – prostate (NCT01983709), ovaires (NCT02530047), neuroblastome 

(NCT00790413). 

Leurs propriétés immunomodulatrices sont d’une importance cruciale dans le cadre 

d’une greffe allogénique puisqu’elles vont permettre aux cellules d’échapper au système 

immunitaire et donc d’éviter le rejet, mais également de restreindre le contexte 

inflammatoire dans lequel elles peuvent être greffées. C’est notamment le cas dans 

plusieurs études ou essais cliniques en cours pour le traitement de l’arthrite inflammatoire 

(94,95), les maladies inflammatoires chroniques de l’intestin ou encore la GvHD. 

Les essais cliniques menés sur les CSM montrent des résultats prometteurs, ce qui 

induit une augmentation de la demande de processus de production en accord avec les 

bonnes pratiques de laboratoires pour un usage clinique. Les CSM deviennent des 

médicaments de thérapie innovante répondant à des critères de production en conformité 

avec les Bonnes Pratiques de Fabrication Pharmaceutiques, l’obtention des autorisations 

règlementaires afférentes et une obligation de pharmacovigilance. Ces médicaments 

doivent répondre à une caractérisation complète et être sécurisés – des contrôles qualités 

incluant le phénotype, l’absence de contamination, l’unicité cellulaire des préparations, la 
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stabilité cellulaire et l’absence de tumorogénicité doivent notamment être réalisés. Dans 

cette optique, une étude récente a présenté la qualité et la sécurité des CSM-GW pour un 

usage en tant que médicament de thérapie innovante (96). 
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IV. L’ingénierie tissulaire du cartilage 

A. Le cartilage sain 

Le cartilage est un tissu avasculaire, non innervé et non minéralisé, dont le rôle est 

d’amortir, distribuer et transférer les charges reçues par l’appareil locomoteur lors des 

contraintes de la vie courante. Trois structures anatomiques existent : le cartilage hyalin ou 

articulaire, le cartilage élastique, et le fibrocartilage. Bien que similaires, ces tissus diffèrent 

par leur développement, leur anatomie, leur structure, leur fonction et les cellules qui les 

composent. Nous ne traiterons ici que du cartilage articulaire. 

Le cartilage articulaire représente 5 à 10% du cartilage total présent dans le corps 

humain. Il résulte de la formation des os selon le processus d’ossification endochondrale, 

mais également d’un phénomène de cavitation. Au stade embryonnaire, une condensation 

de CSM dans le feuillet mésodermique commence à former une ébauche de squelette, 

intégralement composé de cartilage hyalin. Cette condensation s’effectue sous l’influence 

de facteurs paracrines tels que le FGF, le TGF-β ou encore la BMP-4 et de molécules 

d’adhésion cellulaires – cadhérines, NCAM ou encore le CD44, récepteur de l’acide 

hyaluronique (97). La formation des articulations mobiles s’effectue ensuite par un 

processus de cavitation entre les épiphyses des futurs os. Cette cavitation est liée à un 

apport continu de GDF5 et de molécules telles que Wnt9A, Erg, Gli3, CD44 et des 

collagènes de type I et IIA (98–102). Une zone intermédiaire est ainsi créée et va donner 

naissance à l’ensemble des composants de la capsule articulaire : le cartilage, la synovie et 

la membrane synoviale ainsi que les éventuels ligaments internes à l’articulation (Figure 

5). En parallèle, les épiphyses des futures structures osseuses vont former des 

chondrocytes, l’os sous-chondral et les ligaments externes de l’articulation. 
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La chondrogenèse s’effectue à partir des CSM qui se différencient à travers plusieurs 

étapes. Les CSM deviennent des chondroprogéniteurs puis des chondroblastes, et enfin des 

chondrocytes. Ces différentes étapes sont induites par des cytokines spécifiques, et sont 

caractérisées par le type de MEC synthétisée par les cellules (Figure 6). Le facteur de 

transcription Sox9 tient un rôle important dans le développement de ce tissu puisqu’il 

stimule l'expression des collagènes de type II, IX et XI, spécifiques du cartilage hyalin. La 

protéine Sox9 est nécessaire mais non suffisante à l’induction et la maintenance d’un 

phénotype chondrocytaire. En effet, l’expression de Sox9 ne semble pas être corrélée avec 

l’expression du collagène de type II dans les cellules du cartilage articulaire, et semble 

même inhiber la transcription du collagène de type II dans les chondrocytes dédifférenciés. 

De plus, certaines études montrent que Sox9 agit avec Sox5 et Sox6 pour induire la 

transcription du collagène de type II et des agrécanes (103). 

Figure 5 : Formation des articulations  
A : Chronologie de la formation d’une diarthrose  

B : Origine embryonnaire des différentes structures d’une diarthrose 
(d’après Pacifici et al. 2006 et Caldwell et al. 2015) 
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Dans les premières étapes de la chondrogenèse, correspondant au stade fœtal et lors de 

la croissance, les chondrocytes se multiplient rapidement et synthétisent de la MEC 

spécifique du cartilage. Dans les zones destinées à devenir de l'os, les cellules cessent de 

proliférer, leur taille augmente et elles synthétisent du collagène de type X et de la 

fibronectine ; ce sont des chondrocytes hypertrophiques. Le facteur de transcription Runx2 

initie en partie la minéralisation du tissu avec le dépôt de cristaux de calcium comme 

l'hydroxyapatite. En parallèle, des métalloprotéases sont sécrétées pour modifier la fraction 

collagénique du tissu comme MMP13 qui dégrade spécifiquement le collagène de type II. 

Puis, les chondrocytes hypertrophiques entrent en apoptose. Ainsi, l'espace est libre pour 

la formation de vaisseaux sanguins qui apportent des progéniteurs ostéoblastiques. Ces 

derniers vont se différencier en ostéoblastes et synthétiseront une MEC spécifique à l'os. 

La nature avasculaire du cartilage articulaire résulte de sa composition biochimique 

qui empêche l’invasion vasculaire qui provoquerait une dégénération irréversible du 

cartilage (104). Ces éléments, la thrombospondin-1, la chondromoduline-I, 

Figure 6 : Différents stades de la chondrogenèse  
(D’après Kempf et al., 2007 ; Vinatier et al., 2009 ; Studer et al., 2012).  
La séquence d’événements conduisant à la différenciation chondrocytaire des CSM est décrite de manière schématique, 
présentant le type et l’organisation des cellules, les facteurs impliqués ainsi que les protéines de la matrice extra 
cellulaire sécrétées par chaque stade cellulaire impliqué. 
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l’endostatine/collagène XVIII, des protéines acides sécrétées riches en cystéine et le 

procollagène de type II ont montré des propriétés anti-angiogéniques in vitro et in vivo. La 

COMP semble également avoir un rôle dans la suppression de la vascularisation (105). De 

plus, des inhibiteurs de métalloprotéinases d’origine tissulaire du type 2 sont présents à des 

niveaux élevés dans le cartilage articulaire normal en tant que facteur anti-angiogénique. 

En raison de son caractère avasculaire et non innervé, le cartilage articulaire est dépendant 

de processus de diffusion à travers la matrice extracellulaire pour recevoir des nutriments 

et de l’oxygène à partir du liquide synovial. Enfin, l’absence d’activité mitotique des 

chondrocytes adultes ne permet pas la régénération des tissus lésés. 

a. Chondrocytes 

Les chondrocytes représentent l’unique type cellulaire du cartilage hyalin. De forme 

sphérique, ils mesurent entre 10 à 30 µm de diamètre et représentent 1 à 10% du volume 

du cartilage. Ils sont responsables de la synthèse matricielle au sein du cartilage et 

réagissent, grâce à des mécanotransducteurs, aux contraintes mécaniques subies par 

l’articulation. Ainsi, selon les signaux reçus, ils équilibrent la balance synthèse/dégradation 

de la MEC. Le chondrocyte et sa matrice péricellulaire constituent un chondron, qui 

représente la structure principale, fonctionnelle et métabolique du cartilage articulaire. Le 

cartilage articulaire mature consiste en 4 couches successives : superficielle, intermédiaire, 

profonde et calcifiée. Les chondrocytes n’ont pas la même forme ni la même répartition 

selon leur situation. Ils sont aplatis et regroupés dans la couche superficielle, ronds et 

Figure 7 : Structure du cartilage articulaire  
(source : www. conflitdehanche.blogspot.de).  
Le cartilage hyalin est composé de 4 couches qui diffèrent par la forme et la répartition des 
cellules ainsi que la composition de la matrice extra-cellulaire. 
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espacés dans la couche intermédiaire ou disposés en colonnes dans la couche profonde 

(Figure 7). 

b. Matrice extracellulaire 

La MEC du cartilage hyalin est principalement composée d’eau, de collagènes, de 

protéoglycannes et de glycoprotéines (Figure 8). 

 

La haute concentration en eau du cartilage lui permet de se déformer en fonction des 

sollicitations mécaniques appliquées. Cette concentration varie selon la couche articulaire : 

elle est environ 15% plus concentrée à la surface de l’articulation par rapport à la zone 

profonde.  

Il existe au moins 15 types de collagènes distincts dans le cartilage articulaire, mais le 

collagène de type II représente 90 à 95% de ces collagènes ; il participe à la résistance du 

cartilage à la traction (106). Bien que leur contribution soit mineure, les collagènes de type 

IV, V, VI, IX, X et XI aident à créer et maintenir la structure formée par les fibres de 

collagène de type II (104). Cette structure assure l’élasticité du tissu et sa résistance à la 

compression. Les collagènes de type I et III sont indétectables dans le cartilage articulaire 

sain, mais leur expression est augmentée lors d’une dégénérescence. 

Figure 8 : Composition de la MEC du cartilage hyalin  
(d’après Chen et al. 2017). . 
La matrice extra-cellulaire du cartilage hyalin est principalement composée d’eau, de 
collagènes et de protéoglycannes. 



52 

 

Les protéoglycannes représentent la deuxième plus grande catégorie de 

macromolécules de la MEC et, en interagissant avec les molécules d’eau, amortissent les 

tensions reçues par le cartilage. Le principal protéoglycanne, l’agrécane, et le biglycan 

interagissent avec le collagène de type II et régulent la formation des fibres pour modifier 

la structure du tissu. Les glycosaminoglycanes (chondroïtine-sulfate et kératane-sulfate) 

sont riches en radicaux acides très hydrophiles, responsable de la concentration en eau du 

tissu. Ces protéoglycannes sont associés à l’acide hyaluronique et à la COMP (Cartilage 

Oligomeric Matrix Protein). 

La MEC contient également des enzymes protéolytiques (métalloprotéinases 

matricielles et agrécanases) dont le rôle est de dégrader la matrice lors de son 

renouvellement, ainsi que des facteurs de croissance et des cytokines produits par les 

chondrocytes. 

Tout comme les chondrocytes, la répartition et l’arrangement des composants 

matriciels du cartilage n’est pas homogène et correspondent à la fonction mécanique du 

cartilage articulaire. Dans la couche superficielle, de petites quantités de protéoglycannes 

ainsi que de grandes quantités de fibres de collagènes sont arrangées de manière parallèle 

à la surface articulaire. Dans la couche intermédiaire, on retrouve une grande proportion 

de protéoglycannes par rapport aux autres couches, et une répartition aléatoire du 

collagène. La zone profonde se distingue par ses fibres de collagènes accompagnées par 

des colonnes de chondrocytes perpendiculaires à l’os sous-jacent. La zone calcifiée est 

minéralisée dans une certaine mesure et sert de transition entre le cartilage et l’os sous 

chondral. 

B. Lésions du cartilage et traitements 

La dégradation du cartilage dans le corps humain est dépendante de l’âge, de maladies, 

de prédispositions génétiques et des dégâts continuels liés aux activités quotidiennes. Le 

poids des lésions du cartilage (arthrose, arthrite rhumatoïde, lésions des disques 

intervertébraux…) est considérable à la lumière des tensions économiques et sociales qui 

en résultent. De nature non vascularisé et constitué de cellules non prolifératives, le 

cartilage est un tissu aux capacités de réparation faibles, tout en étant fortement sollicité. 

Le cartilage hyalin peut être lésé par des traumatismes ou des maladies dégénératives 

comme l’arthrose. Cette pathologie se développe en présence de plusieurs facteurs (107) : 
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- cytokines et/ou chémokines : IL-1, IL-6, IL-15, oncostatine M, TNF 

- médiateurs de l’inflammation : PGE-2, NO, espèces réactives de l’oxygène 

- dégradation matricielle : MMP1, MMP3, MMP13, agrécannase, ADAMTS4, 

ADAMTS5, cathépsines 

- dérivés cellulaires ou matriciels : alamines, fragments de fibronectine, d’acide 

hyaluronique, de collagène, de protéoglycanes. 

La matrice subit des changements de structure et de composition menant à un 

effritement de la surface articulaire et par la suite des fissurations évoluant vers l’os sous-

chondral. Les structures de collagène se dégradent, ce qui conduit à la détérioration des 

protéoglycanes. La matrice péricellulaire est déstabilisée et les fonctions chondrocytaires 

s’en trouvent déréglées, de même que les connexions des récepteurs de surface du 

chondrocyte avec sa matrice. A ce stade, les lésions sont irréversibles. A mesure que la 

pathologie se développe, la viabilité des chondrocytes décroit. Dans les derniers stades, les 

chondrocytes encore présents deviennent hypertrophiques et synthétisent des protéines et 

facteurs qui accélèrent la dégradation du cartilage, comme le VEGF. Les lésions 

superficielles ne sont pas réparées par l’organisme. En revanche, les lésions profondes, 

lorsqu’elles atteignent l’os sous-chondral, peuvent provoquer un saignement dans 

l’articulation. Cette atteinte vasculaire entraine une inflammation, puis une cicatrisation de 

la lésion cartilagineuse grâce aux CSM mobilisées à partir de la moelle osseuse sous-

jacente. Cependant, cette cicatrisation aboutit à la formation d’un fibrocartilage par un 

processus d’ossification endochondrale. Ce fibrocartilage est différent du cartilage hyalin, 

il est constitué principalement de collagène de type I et de peu de GAG et de collagène de 

type II (108). Il est mal intégré au tissu natif et ses propriétés mécaniques sont faibles au 

regard de celles du cartilage articulaire, ce qui conduit souvent à une dégénération du tissu 

néo-formé. 

Différents traitements sont utilisés actuellement, en fonction de la nature de la lésion 

et de son étendue. Des traitements pharmacologiques peuvent être utilisés, mais n’ont pas 

de vocation curative. Le plus radical d’entre eux est le remplacement total de l’articulation 

par une prothèse, cependant, l’acte chirurgical est lourd et une longue rééducation est 

nécessaire. Différentes techniques chirurgicales existent : 
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- La réalisation de microfractures d’environ 4 mm tous les 3 à 4 mm sur les sites des 

lésions permet d’atteindre l’os sous-chondral et d’initier une cicatrisation du 

cartilage jusqu’à la zone superficielle. Comme vu précédemment, cette 

cicatrisation aboutit à la formation d’un cartilage fibreux aux propriétés 

mécaniques inférieures au cartilage hyalin. Cette technique peut s’effectuer sous 

arthroscopie simple. 

- La mosaïcoplastie, ou greffe ostéochondrale, consiste en plusieurs prélèvements 

de carottes de cartilage sain sur des zones moins sollicitées, pour combler des sites 

de lésions importantes. Cette technique est plus lourde et invasive que les 

microfractures. Elle est limitée par la disponibilité des sites donneurs et la 

morbidité associée au prélèvement des greffons. De plus, l’incorporation des 

greffons est parfois mauvaise, mais cette technique semble supérieure à la 

technique des microfractures (109). 

L’implantation de chondrocytes autologues ou méthode de Brittberg est une technique 

d’ingénierie cellulaire réalisée en deux temps. Des chondrocytes sont prélevés chez le 

patient sur des zones non portantes, puis cultivés in vitro jusqu’à obtention d’un nombre 

suffisant de chondrocytes pour pouvoir les greffer sur les lésions. Cette technique est 

cependant lourde aussi bien en termes d’intervention que de coût, et présente le risque 

d’une dédifférenciation des chondrocytes en culture. 

La plupart de ces traitements n’aboutissent pas à la reconstruction d’un tissu 

pleinement fonctionnel aux caractéristiques égales au cartilage hyalin natif. D’autres 

thérapies, basées sur l’utilisation de cellules souches, voient le jour. Par exemple, le projet 

ADIPOA en place en Europe et notamment dans des CHU en France est initié depuis 

janvier 2015. C’est un essai clinique de phase IIb reposant sur l’utilisation de CSM de tissu 

adipeux autologues en injection intra-articulaire pour le traitement de l’arthrose du coude. 

Les résultats de cette étude sont attendus pour l’année 2019. Cette méthode relève de 

l’ingénierie cellulaire, mais d’autres méthodes en ingénierie tissulaire sont en cours de 

développement, dont le but est de reproduire in vitro un tissu complet, composé des cellules 

et de leur matrice. 
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C. Ingénierie du cartilage 

L’ingénierie tissulaire du cartilage consiste à produire un substitut fonctionnel pouvant 

remplacer le cartilage lésé ou combler les lésions atteignant celui-ci. Ce substitut 

biologiquement compatible doit permettre de reconstituer le cartilage hyalin et maintenir 

ou restaurer les fonctions articulaires. La production d’un tel substitut repose sur trois 

critères : un biomatériau adéquat, les cellules composant le tissu remplacé, et la 

fonctionnalisation de cet ensemble (110) – Figure 9. 

 

a. Sources cellulaires 

Différentes sources cellulaires sont exploitables. Parmi celles-ci, les chondrocytes 

autologues présentent l’avantage de diminuer drastiquement le risque de rejet et ont déjà 

été utilisés dans de nombreuses études (111). Cependant, leur prélèvement iatrogène, son 

rendement faible et le risque de dédifférenciation en culture limite leur usage clinique 

Figure 9 : Principe de l'ingénierie du cartilage  
(d’après Chung et al. 2008).  
L’ingénierie du cartilage se décompose en une triade : l’obtention de cellules en quantité suffisante, leur association 
avec un biomatériau ainsi que la fonctionnalisation de l’ensemble en vue d’une greffe chez le patient. 
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(112). Rapidement, les chercheurs se sont tournés vers d’autres sources cellulaires. 

Récemment, l’utilisation de cellules iPSC a augmenté la palette de possibilités de 

l’ingénierie du cartilage, avec de bons résultats in vitro (113). Cependant, les résultats in 

vivo ne sont pas encore satisfaisants, le processus de fabrication est long et coûteux, et leur 

caractère potentiellement tumorigène doit encore être étudié avant leur application en 

clinique. Les CSM représentent une alternative prometteuse : prélèvement plus aisé, 

rendement plus important, utilisation connue et documentée, capables de se différencier en 

chondrocytes… Aujourd’hui, plusieurs tissus permettent le prélèvement et l’isolement des 

CSM, le gold standard étant la moelle osseuse. Cependant, le prélèvement de CSM-MO est 

iatrogène, produit peu de cellules, et les qualités cellulaires varient en fonction de plusieurs 

facteurs, comme l’âge du donneur. Il en résulte une faible productivité, les cellules étant 

peu nombreuses, rapidement sénescentes en fonction de l’âge du donneur et donc moins 

prolifératives. Les CSM issues du cordon ombilical représentent une alternative importante 

aux CSM-MO. En effet, ces cellules sont plus primitives, possèdent des capacités 

prolifératives plus importantes, et ont des propriétés immunomodulatrices particulières 

(31), dues à leur environnement – la grossesse étant un cas unique de greffe semi-

allogénique. De plus, le prélèvement du cordon ombilical est totalement indolore, non 

iatrogène, et ne présente aucun danger ni pour la mère ni pour l’enfant donneur. Quelques 

questions subsistent néanmoins quant à leur caractérisation : possèdent-elles toutes les 

mêmes compétences prolifératives, immunomodulatrices et de différenciation ? L’âge du 

donneur impactant les qualités des CSM-MO, est-il possible de trouver des facteurs 

modifiant les capacités des CSM-GW ? 

b. Biomatériaux 

Un biomatériau doit répondre à plusieurs exigences cliniques et doit notamment être 

biocompatible et biodégradable. Il peut être d’origine naturelle ou synthétique, composé 

d’un élément ou bien de plusieurs et être capable de constituer une MEC tridimensionnelle 

permettant le maintien des cellules qui lui sont associées (111). Différents biomatériaux 

ont été utilisés dans l’ingénierie du cartilage : des éponges de collagène ou des hydrogels 

de composition variable… Ils diffèrent par leur composition chimique, leur structure 

tridimensionnelle, leurs propriétés mécaniques et leur vitesse de dégradation. Le tableau 

3 détaille ces différents biomatériaux ainsi que leurs avantages et inconvénients. 
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Tableau 3 : Biomatériaux utilisés en ingénierie du cartilage  
(d’après Puppi et al. Musumeci et al. Moreira-Texeira et al (111,114,115) 

Origine Biomatériau Avantages Inconvénients Référence 

N
at

ur
el

le
 

Pr
ot

éi
ne

s 

Eponge de 
collagène I/III 

Peu immunogène, 
bonne adhésion 

cellulaire, propriétés 
mécaniques, 

biocompatibilité 

Biodégradation 
rapide, répartition 
des cellules non 

homogène 

Gomez-
Leduc et al. 

(116) 

Eponge de 
gélatine 

Biocompatible, non 
immunogène 

Mauvaise stabilité 
mécanique 

Ponticiello 
et al. (117) 

Fibrine Rôle important dans 
la cicatrisation 

Réparation du 
cartilage limitée 

Almeida et 
al. (118) 

Po
ly

sa
cc

ha
rid

es
 

Agarose Biocompatible, 
bonne dégradation 

Stabilité mécanique 
variable, tissus non 
homogène, sensible 

à la température 

Lima et al. 
(119) 

Alginate 

Biodégradable, 
injectable, bonne 

intégration 
cellulaire, 

biocompatible 

Stabilité mécanique 
variable selon les 

procédés de 
fabrication, 
impuretés 

Park et al. 
(120) 
Yu et 

al.(121) 

Chitosan 

Biocompatible, 
biodégradable, 

bonne intégration 
cellulaire, propriétés 
anti-bactériennes et 

antifongiques 

Stérilisation 
difficile, stabilité 

mécanique variable, 
sensible au pH 

Shamekhi et 
al. (122) 

Acide 
hyaluronique 

Non immunogène, 
bonne interaction 

cellules/MEC, 
production à grande 

échelle 

Résistance 
mécanique faible 

Feng et al. 
(123) 

Sy
nt

hé
tiq

ue
 

Polyglycolides 
Stabilité du 

composé, pas de 
risque pathogène 

 Produits de 
dégradation 

potentiellement 
inflammatoires 

Cui et al. 
(124) 

Acide 
polylactique 

Stabilité du 
composé, pas de 
risque pathogène 

Produits de 
dégradation 

potentiellement 
inflammatoires 

Dounchis et 
al. (125) 

Poly(L-
lactide-co-
glycolide) 

Stabilité du 
composé, pas de 
risque pathogène 

Produits de 
dégradation 

potentiellement 
inflammatoires 

Kim et al. 
(126) 
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Le biomatériau idéal pour l’ingénierie du cartilage doit se dégrader de manière 

contrôlée et non toxique, promouvoir la viabilité et la différenciation cellulaire, permettre 

la diffusion de nutriments, d’oxygène et de métabolites, adhérer et s’intégrer au tissu natif, 

être élastique et correspondre à la taille des lésions et répondre correctement aux 

contraintes mécaniques des lésions qu’il comble. Sa constitution doit également permettre 

de bonnes interactions entre les cellules et leur matrice, comme c’est le cas dans le tissu 

natif. Les biomatériaux d’origine synthétique présentent l’avantage d’une conception 

spécifique aux lésions à combler et ne peuvent pas transmettre de pathogène. Leur 

biocompatibilité est en revanche faible et leur dégradation conduit à des réponses 

inflammatoires importantes. Leur usage dans le cadre du traitement de l’arthrose est en 

conséquence malvenu. Les biomatériaux d’origine naturelle sont, pour la plupart, 

dégradables par les enzymes humaines sans produits de dégradation toxiques. Ils peuvent 

servir de structure temporaire et permettre le relargage de facteurs favorisant la 

chondrogenèse ou la cicatrisation. Toutefois, ils peuvent être vecteurs de contamination et 

leurs propriétés sont variables selon les méthodes de production. Parmi ceux-ci, les 

hydrogels peuvent être formés de manière extemporanée dans les lésions, ce qui réduit les 

procédures invasives de thérapie du cartilage. Ils ont également l’avantage de bien 

s’intégrer au tissu natif. Les suspensions cellulaires sont mélangées au biomatériau avant 

le processus de gélification, ce qui permet une répartition homogène des cellules, ce qui est 

plus difficile à obtenir avec des biomatériaux de type éponge préformées. En tant que 

composant du cartilage natif, l’acide hyaluronique, un glycosaminoglycane linéaire, 

représente un biomatériau de choix pour l’ingénierie du cartilage car il permet la fixation 

de l’agrécanne pour former les longs protéoglycanes composant la MEC du cartilage (127). 

Il ne peut cependant pas être utilisé seul en raison de ses faibles propriétés mécaniques, 

mais peut être associé à l’alginate. L’alginate est un polysaccharide naturel extrait d’algues 

brunes. Deux monomères le composent, l’acide D-mannuronique et l’acide L-guluronique, 

qui sont reliés par des liaisons glycosiliques pour former des chaines. Ces monomères 

peuvent être présents dans différentes proportions, ce qui explique la variabilité des 

propriétés mécaniques de l’alginate. En solution aqueuse, ces chaines de monomères ne 

sont pas ordonnées et l’alginate se comporte comme un liquide visqueux, mais lors d’un 

contact avec une solution d’ions divalents comme le calcium, les ions calcium créent des 

liaisons covalentes avec les chaines de monomères (128). Il en résulte une structure 

ordonnée de type « boite à œuf » qui confère à l’alginate sa structure de gel (Figure 10). 
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Contrairement à l’acide hyaluronique, l’alginate n’est reconnu par aucun récepteur 

cellulaire et les cellules ne peuvent pas y adhérer (129). En revanche, sa microstructure 

poreuse assure la diffusion des nutriments, les contacts cellulaires avec la matrice, la 

prolifération et la différenciation chondrocytaire. Plusieurs études ont déjà montré la 

pertinence de son utilisation en ingénierie du cartilage et ses propriétés chondro- 

inductrices (130–132). L’association de Alg/HA bénéficie donc des propriétés 

biomécaniques et chondrogéniques de l’alginate et de la capacité de liaison cellulaire de 

l’HA. 

c. Fonctionnalisation 

Les biomatériaux peuvent être fonctionnalisés avant leur implantation, par des 

procédés mécaniques, biochimiques, génétiques ou environnementaux. Ces procédés 

permettent d’améliorer la différenciation chondrocytaire et la formation de la matrice 

cellulaire. Cependant, ils ne sont pas obligatoires, comme cela a été prouvé dans une étude 

de l’équipe (132). 

Figure 10 : Structure des chaines d'alginate et modèle de liaison « boite à œufs » 
(d’après Bruchet et Melman).  
L’alginate de sodium est composé d’acide guluronique (G) et d’acide mannuronique 
(M) en proportion variable. Cette solution visqueuse peut être polymérisée en un 
hydrogel grâce à l’apport d’ions bivalents comme le calcium. 
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Les fonctionnalisations mécaniques – compressions, déformations, agitation, nature 

du biomatériau – activent des voies de mécanotransduction qui induisent la chondrogenèse 

et améliorent la synthèse matricielle (133). Les procédés biochimiques utilisent des facteurs 

de croissance spécifiques du cartilage comme le TFG-β, GDF-5 ou la BMP-2 (134), mais 

leur utilisation dans des procédures de grade clinique est difficile. La modification de 

l’environnement, par exemple des conditions de culture en hypoxie qui se rapprochent des 

conditions du tissu natif, peuvent également améliorer le potentiel chondrogénique des 

CSM (135). 

 

L’ingénierie du cartilage dispose d’un panel de techniques, cellules, biomatériaux et 

types de fonctionnalisation très conséquent, et il convient de sélectionner correctement les 

différents composants en fonction de l’usage recherché. La méthode de prélèvement, les 

hautes capacités prolifératives et les compétences articulaires des CSM-GW en font 

d’excellentes candidates dans cette optique. Le choix d’un biomatériau combiné 

biocompatible, alliant la structure chondro-inductrice de l’alginate aux propriétés 

matricielles de l’acide hyaluronique justifie largement leur usage en ingénierie du cartilage. 

Enfin, la fonctionnalisation par la restriction en oxygène et l’utilisation de HA permet de 

s’affranchir de procédés difficilement transposables en production de grade clinique, 

comparé à des méthodes biochimiques ou mécaniques.  
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Figure 11 : Processus d'étude de l'influence des facteurs obstétricaux sur la prolifération et la différenciation des CSM-GW 
acct : accouchement ; NNé : Nouveau-né 

Objectifs de thèse 

Ce travail a pour objet de déterminer les conditions optimales de production de 

substituts allogéniques capables de combler les lésions cartilagineuses dans le cadre du 

traitement de l’arthrose. Il s’oriente particulièrement sur la composante cellulaire de ces 

substituts.  

En premier lieu, l’usage de cellules souches mésenchymateuses issues de cordons 

ombilicaux implique de déterminer quels facteurs peuvent influencer la prolifération 

cellulaire et la différenciation chondrocytaire des CSM-GW. Ces facteurs sont liés à 

l’environnement direct et indirect des CSM-GW. En l’occurrence, trois types de facteurs 

ont été étudiés : 

- Les facteurs liés à l’enfant donneur, puisque ce sont des cellules renfermant son 

patrimoine génétique, 

- Les facteurs liés au déroulement de l’accouchement et de la délivrance, constituant 

le moment de rupture entre l’in vivo et l’in vitro, 

- Les facteurs liés à la grossesse et à la mère, puisque c’est le contexte dans lequel 

les CSM-GW se sont développées. 

Tous ces facteurs peuvent influencer le comportement des CSM-GW, et il convient 

d’infirmer ou de confirmer cet impact afin de pouvoir sélectionner les cordons idoines à la 

production optimale de substituts cartilagineux allogéniques. Ce processus d’étude met 

donc en confrontation des facteurs obstétricaux avec des paramètres biologiques de 

prolifération et de différenciation chondrocytaire afin d’en retirer des corrélations 

statistiques (Figure 11). 
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Après la détermination des facteurs obstétricaux à retenir pour obtenir les CSM-GW 

les plus efficaces dans le cadre de l’ingénierie du cartilage, il est essentiel d’élucider leur 

profil d’action dans un contexte allogénique. Il a été nécessaire de mimer in vitro et en 

biomatériaux d’Alg/HA une telle situation en stimulant des CSM-GW avec de l’IFN-γ et 

du TNF-α. Ainsi, le deuxième temps de ce travail a consisté à trouver quel profil de 

stimulation était le plus performant, au regard de la viabilité des cellules et de l’évolution 

de la sécrétion des facteurs solubles responsables des propriétés immunomodulatrices des 

CSM-GW au cours du temps. Les cellules ont été stimulées par des doses croissantes 

d’IFN-γ et de TNF-α de manière séparée ou combinée. Une attention particulière a été 

portée à la viabilité cellulaire et aux effecteurs principaux de l’immunomodulation médiée 

par les CSM (sécrétion d’IL-6, IL-10, PGE-2, TGF-β, HLA-G et expression des molécules 

de costimulation et d’IDO – Figure 12). 

 

Figure 12 : Processus d'étude de l'influence de la stimulation IFN/TNF sur les 
propriétés des CSM-GW 

 

Enfin, les données in vitro issues de la stimulation à l’IFN-γ et au TNF-α sur la base 

des résultats de la deuxième partie sont comparées lors d’une mise en situation 

fonctionnelle : des cocultures avec des cellules mononucléées de sang périphérique 

(PBMC) de donneurs sains qui permettent d’évaluer la réponse des CSM-GW lors d’une 

situation allogénique. Ces mises en situations allogéniques ont été étudiées à différents 

temps afin d’évaluer les propriétés immunologiques des CSM-GW au cours du temps passé 
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en biomatériaux. Les paramètres qui ont permis cette évaluation portent aussi bien sur la 

différenciation elle-même que sur le phénotype et le comportement des CSM-GW 

différenciées (Figure 13).  

  

Figure 13 : Processus d'évaluation des propriétés immunologiques des CSM-GW au cours de la 
différenciation chondrocytaire 

 

Les conclusions de ce travail permettront de (i) sélectionner les cordons idoines à 

l’ingénierie cellulaire et l’ingénierie du cartilage, (ii) définir les conditions permettant de 

mimer une situation allogénique in vitro, (iii) connaitre les propriétés immunomodulatrices 

des CSM-GW au cours de la culture en biomatériaux d’Alginate/Acide hyaluronique, y 

compris en situation allogénique. Tout ceci permettra de savoir à quel moment de la culture 

il est plus intéressant d’implanter les cellules ensemencées en biomatériaux au regard de 

leurs compétences immunomodulatrices et de leur capacité de remplacement du tissu lésé. 

  



64 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Deuxième partie : Matériels et 
méthodes 

  



65 

 

Matériels et méthodes 

 

I. Recueil de données et facteurs obstétricaux 

Les prélèvements de cordons et des facteurs obstétricaux associés ont été effectués de 

manière aléatoire et après consentement signé par les mères du 16 février au 27 avril 2011 

par le personnel de la Maternité Régionale Universitaire de Nancy. Les cordons ont été 

prélevés directement après l’accouchement et conservés dans une solution d’HBSS stérile 

à 4°C avant transfert vers le laboratoire. En parallèle, de nombreuses données réparties en 

115 items relatifs à la mère, au travail et à l’accouchement, et au nouveau-né ont été 

recueillies de manière anonyme à l’aide du logiciel FileMaker Pro 11 Advanced Software 

(FileMaker, USA). Une étude de la bibliographie et une analyse des facteurs permettant de 

créer des groupes de puissance suffisante pour une analyse statistique ont permis de 

dégager les facteurs qui ont été utilisés dans ce travail. Ainsi, des 115 paramètres relevés, 

27 ont été utilisés (Tableau 4) – un paramètre n’apparaît pas dans ce tableau, la grossesse 

normale (tous paramètres), correspondant à l’absence de paramètres pathologiques relatifs 

à la mère, au travail et à l’accouchement, ainsi qu’au nouveau-né. 
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Tableau 4 : Liste des paramètres obstétricaux retenus pour l'étude 

Paramètres liés à la mère Paramètres liés au travail 

et à l’accouchement 

Paramètres liés  

au nouveau-né 

Age : âge de la patiente au moment 

de l’accouchement 
Accouchement par voie basse Semaines d’aménorrhée 

Indice de Masse Corporelle 
Déclenchement : le travail a été 

induit par l’utilisation de 

dinoprostone ou de Syntocinon® 

Prématurité : naissance avant la 

38ème semaine d’aménorrhée 

Tabagisme 

Travail dirigé : intervention 

médicale durant le travail par rupture 

artificielle de la poche des eaux et/ou 

administration de Syntocinon® 

Sexe 

Asthme 
Syntocinon® pendant le 

travail 
Poids à la naissance 

Grossesse 

singleton/gémellaire 
Durée du travail 

Retard de croissance intra-

utérin : poids de naissance inférieur 

au dixième percentile selon les 

courbes de poids régionales 

Hypertension artérielle : 
tension artérielle supérieure à 14/9 

cmHg pendant la grossesse 

Travail long : défini par un travail 

supérieur à 8h pour une primipare et 

6h pour une multipare, à compter 

d’une dilatation cervicale de 3cm 

Souffrance fœtale objectivée 

à la naissance : score d’Apgar < 7 

à une minute de vie et/ou pH artériel 

au cordon < 7,2 

Prééclampsie Poids du placenta 
Naissance non compliquée : 
absence des paramètres pathologiques 

précités 

Diabète gestationnel 
Accouchement normal : 
absence des paramètres pathologiques 

précités 
 

Dysthyroïdie   

Maladie inflammatoire : 
présence d’une telle pathologie chez 

la mère préexistante à la grossesse ou 

intervenant pendant celle-ci 

  

Grossesse normale : absence 

des paramètres pathologiques précités 
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II. Culture cellulaire 

Réactifs : 

- Tampon Hank’s Balanced Salt Solution – HBSS (Sigma, France) 
- Phosphate Buffer Salin – PBS (Sigma, France) 
- Alcool à 70% 
- Solution de Trypsine – EDTA à 0,25% (v/v dans de l’HBSS, Sigma, France) 
- Solution de DMSO à 10% (v/v dans du SVF, Sigma, France) 
- Solution de bleu Trypan à 0,4% (Sigma, France) 
- Paraformaldéhyde (PAF) à 4% (p/v dans du PBS, Sigma, France) 
- QIAzol (Qiagen, USA) 
- Alginate de sodium (Sigma, France)/acide hyaluronique (Acros, USA) 4:1 à 1,5% 

p/v dans du NaCl 0,9% (Sigma, France), poudre d’Alg/HA autoclavée à 150°C 
pendant 50 minutes avant utilisation 

- Solution de polymérisation : Chlorure de Calcium CaCl2 à 102 mM (Sigma, 
France) dissout dans de l’eau distillée, pH 7,4. Solution autoclavée à 150°C 
pendant 50 minutes avant utilisation 

- Solution de dissolution des billes d’Alg/HA : Citrate-EDTA à 55 et 50 mM 
respectivement, p/v dans de l’eau distillée, pH 7,4 (Sigma, France ; Merck, France) 

- IFN-γ humain grade premium (Miltenyi Biotec, France) : 100 µg/mL p/v dans de 
l’eau déionisée stérile  

- TNF-α humain grade premium (Miltenyi Biotec, France) : 100 µg/mL p/v dans de 
l’eau déionisée stérile  

- Milieux de culture : 

Tableau 5 : Composition des différents milieux de culture cellulaire 

Culture en monocouche 
« Culture monocouche » 

Différenciation chondrogénique en 
pellet 

« Différenciation pellet » 

Différenciation chondrogénique en 
biomatériaux 

« Différenciation Alg/HA » 
o Milieu de culture α-MEM sans L-

glutamine (Lonza, Suisse) 
o SVF décomplémenté à 10% (v/v 

dans milieu de culture α-MEM, 
Sigma, France) 

o L-glutamine à 2mM (Sigma, France) 
o Pénicilline à 100U/mL – 

Streptomycine à 100µg/mL (Gibco, 
France) 

o Amphotéricine B à 2,5µg/mL 
(Gibco, France) 

o DMEM high glucose (4,5g/L, sans L-
glutamine) (Gibco, France) 

o Sodium pyruvate à 10µg/mL (Gibco, 
France) 

o Acide ascorbique à 5µg/mL (Sigma, 
France) 

o L-proline à 4µg/mL 
o Dexaméthasone à 10 nM (Sigma, 

France) 
o L-glutamine à 2mM 
o Pénicilline à 100U/mL – 

Streptomycine à 100µg/mL 
o Amphotéricine B à 2,5µg/mL  
o ITS+Premix à 1% (BD Biosciences, 

USA) 
o TGF-β1 à 10ng/mL (PeproTech, 

USA) 

o DMEM high glucose (4,5g/L, sans L-
glutamine) 

o SVF décomplémenté à 10% 
o Sodium pyruvate à 10µg/mL 
o Acide ascorbique à 5µg/mL  
o L-proline à 4µg/mL 
o Dexaméthasone à 10 nM 
o L-glutamine à 2mM 
o Pénicilline à 100U/mL – 

Streptomycine à 100µg/mL 
o Amphotéricine B à 2,5µg/mL 
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Matériel : 

- Flacons de culture cellulaire à bouchon ventilé 25, 75 et 500 cm² (Corning et 
Thermo Fisher, France) 

- Tubes de culture cellulaire 15 et 50 mL (Corning, France) 
- Tubes à hémolyse 5 mL (Sarstedt, Allemagne) 
- Plaques de culture 6 et 12 puits (Corning, France) 
- Tubes de cryoconservation cellulaire 2 mL (Nunc, Danemark) 
- Seringues 10mL (BD, France) 
- Aiguilles 18 Gauge (BD, France) 
- Centrifugeuse « Labofuge 400 » (Heraeus Instruments, Allemagne) 
- Congélateur en azote vapeur « Ultra low-150» (Sanyo Japon) 

 

Méthodes : 

Isolement et culture en monocouche des CSM-GW 

Entre février et avril 2011, 52 cordons ombilicaux ont été disséqués stérilement dans 

une solution d’HBSS pour effectuer une extraction des CSM par méthode mécanique dite 

« de diffusion » ou « des explants » (38). Le cordon est sectionné en segments de 5 cm et 

nettoyé à l’alcool afin d’éliminer les parties souillées, contenant du sang coagulé ou du 

mucus. Après incision de l’épithélium amniotique, les artères et la veine ombilicales sont 

réséquées et la GW adhérente aux artères ainsi qu’à l’épithélium amniotique est conservée. 

La GW est ensuite morcelée puis ensemencée en plaques 6 puits avec 2 mL de milieu de 

culture « monocouche » (Tableau 5) : passage 0 (P0). Les cellules vont coloniser le support 

de culture à partir des conditions de cultures définies par des études préalables au sein du 

laboratoire, en conditions d’hypoxie (5% de CO2, <5% d’O2) à 37°C (135). Après une 

semaine, la gelée est retirée, les puits sont lavés avec 2 mL d’HBSS. On ajoute ensuite 2 

mL de milieu de culture monocouche. Le milieu est changé 2 fois par semaine jusqu’à 

l’obtention de 80% de confluence. Le nombre de jours passés en P0 a été consigné pour 

chaque échantillon. 

Passage et conservation des cellules 

Lorsque les puits de culture sont à 80% de confluence, les cellules sont lavées avec 2 

mL d’HBSS puis décollées par la trypsine (1 mL de solution de trypsine par puits). Après 

3 min d’incubation à 37°C, l’action de la trypsine est inhibée avec 1 mL de milieu de culture 
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complet. La suspension cellulaire est alors centrifugée (300g, 5 min) et remise en 

suspension dans du milieu de culture puis les cellules sont comptées sur cellule de Thoma. 

Après une nouvelle centrifugation (300g, 5 min), le culot cellulaire est mis en suspension 

dans une solution de cryoconservation à 10% DMSO final et descendu en température à -

80°C pendant 24h. Les cellules sont ensuite conservées en vapeur d’azote (-144°C). Les 

échantillons utilisés dans cette étude ont été conservés entre 2 et 3 ans dans ces conditions. 

Décongélation et mise en culture en monocouche des cellules 

Les cellules sont décongelées rapidement au bain-marie à 37°C puis mises en 

suspension dans 10 mL de milieu de culture. Elles sont ensuite centrifugées (300g, 5 min) 

et le culot cellulaire est repris dans 5mL de milieu de culture « monocouche ». Une 

numération cellulaire au bleu Trypan sur cellule de Thoma est effectuée et les cellules sont 

ensemencées à 1000 cellules/cm² dans des T25 avec 5 mL de milieu complet par flacon de 

culture, des T75 avec 7 mL de milieu ou des T500 avec 60 mL de milieu : passage 1 (P1). 

Ces boites de culture sont mises en incubateur en hypoxie (5% de CO2, <5% d’O2) à 37°C. 

Le milieu est changé 2 fois par semaine. 

Amplification cellulaire 

Lorsque les cellules arrivent à 80 % de confluence, les tapis cellulaires sont lavés à 

l’HBSS puis décollés par la trypsine et centrifugés (300g, 5 min). Le surnageant est éliminé 

et les cellules sont remises en suspension dans du milieu de culture « monocouche » selon 

la taille du culot cellulaire. Après numération cellulaire au bleu Trypan sur cellule de 

Thoma, les cellules sont ensemencées à 1 000 cellules/cm² : passage 2 (P2). Le milieu est 

changé 2 fois par semaine. 

Evaluation de la prolifération cellulaire : temps de doublement 

La prolifération cellulaire a été évaluée par calcul du temps de doublement de chacune 

des souches aux P1 et P2. La formule suivante a été utilisée :   

𝑇𝑒𝑚𝑝𝑠 𝑑𝑒 𝑑𝑜𝑢𝑏𝑙𝑒𝑚𝑒𝑛𝑡 (ℎ) = 𝑇 × 
log 2

log 𝐶𝑟 − log 𝐶𝑒
 

T: temps du passage (h) 
Cr: nombre de cellules récoltées 

Ce: nombre de cellules ensemencées 
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Différenciation chondrogénique en pellets 

A 80 % de confluence en fin de P2, les tapis cellulaires sont lavés à l’HBSS, décollés 

par la trypsine et centrifugés (300g, 5 min). Le surnageant est éliminé, le culot cellulaire 

remis en suspension dans du milieu « monocouche » et une numération cellulaire est 

effectuée. Les cellules sont ensuite centrifugées (150g, 5 min) et remises en suspension 

dans du milieu de « différenciation pellet » sans TGF-β1. Après une seconde centrifugation 

(150g, 5 min) et retrait du surnageant, le culot cellulaire est mis en suspension dans 5mL 

de milieu de « différenciation pellet » () et réparti dans des tubes Falcon 15 à raison de 

250 000 cellules/tube. Les tubes sont ensuite centrifugés une dernière fois (150g, 5 min) 

puis placés en condition d’hypoxie (5% de CO2, <5% d’O2) à 37°C. Le milieu est changé 

2 fois par semaine jusqu’à J28. 

A J28, les pellets sont rincés avec 1mL de PBS à deux reprises. Les pellets destinés à 

une étude histologique sont fixés avec 0,5mL de PAF 4% pendant 24h à 4°C, puis de 

nouveau rincées au PBS et enfin stockées à 4°C jusqu’à utilisation pour être mesurés ou 

utilisés en histologie. Les pellets restants sont congelés dans 0,5mL de QIAzol pour une 

utilisation ultérieure en biologie moléculaire. 

Mesure des pellets 

Les pellets ont été mesurés par méthode photographique normalisée avec un appareil 

photo Canon Powershot SX220, 12,1 millions de pixels, zoom 28mm 14x full HD en mode 

macro sans agrandissement, objectif à 4 cm de l’objet. Un trocart de dimension connue sert 

d’échelle sur chaque image, et chaque pellet est photographié de face puis à 90° afin 

d’obtenir 3 mesures : hauteur (a), largeur (b), profondeur (c) (Figure 14). Le calcul des 

volumes est ensuite réalisé selon la formule utilisée pour les formes ellipsoïdes :  

𝑣𝑜𝑙 (𝑚𝑚3) =  
4

3
𝜋

𝑎𝑏𝑐

2
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Figure 14 : Méthode de mesure des pellets 

 

Différenciation chondrogénique en biomatériaux 

A 80 % de confluence en fin de P3, les tapis cellulaires sont lavés à l’HBSS, décollés 

à la trypsine et centrifugés (300g, 5 min). Le surnageant est éliminé, le culot cellulaire 

remis en suspension dans du milieu de culture « monocouche » et une numération cellulaire 

est effectuée. Les cellules sont ensuite centrifugées (300g, 5 min) et remises en suspension 

dans la solution d’Alg/HA 4:1 à 1,5% à raison de 3 millions de cellules par mL d’Alg/HA. 

Après homogénéisation de la suspension cellulaire, des billes d’Alg/HA/CSM-GW sont 

formées par goutte à goutte avec une aiguille 18G dans une solution de polymérisation de 

CaCl2 à 102 mM. Les billes ainsi formées sont conservées dans la solution de 

polymérisation de CaCl2 pendant 15 minutes, puis rincées 2 fois au PBS et une fois avec 

du milieu de « différenciation Alg/HA ». Elles sont ensuite réparties en plaques 6 puits 

dans du milieu de « différenciation Alg/HA » et placées en conditions d’hypoxie (5% de 

CO2, <5% d’O2) à 37°C. Le milieu de « différenciation Alg/HA » (Tableau 5) est changé 

2 fois par semaine jusqu’à J28. 

Dissolution des billes d’Alginate/HA 

Pour l’utilisation des cellules différenciées en billes d’Alg/HA en cytométrie en flux 

ou bien en biologie moléculaire, les billes sont rincées deux fois dans du PBS chauffé à 

37°C (1 mL/bille). Les billes sont dissoutes par aspiration/refoulement dans une solution 

de Citrate/EDTA 55/50 mM à pH 6,8 chauffé à 37°C pendant 5 minutes (250 µL/bille). La 

dissolution de l’Alg/HA est arrêtée par l’ajout de PBS (1 mL/bille) et la suspension 
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cellulaire est centrifugée (300g, 5 minutes). Le surnageant est jeté et les cellules sont de 

nouveau rincées au PBS, une fois pour une utilisation en CMF, cinq fois pour une 

utilisation en biologie moléculaire. Pour l’utilisation des cellules en biologie moléculaire, 

la suspension cellulaire est transférée dans un tube RNase/DNase free, les centrifugations 

s’effectuent à 4°C et le travail se fait sur glace. A la fin du processus, les cellules sont 

remises en suspension dans du PBS chauffé à 37°C pour la CMF et dans du QIazol (800 

µL/16 billes) pour la biologie moléculaire. 

Stimulation des CSM-GW à l’IFN-γ et TNF-α 

Les poudres d’IFN-γ et de TNF-α (100µg) sont reconstituées dans 1 mL d’eau 

déionisée stérile et les solutions sont conservées en alicots à -80°C jusqu’à utilisation 

(concentration de 100 ng/µL). Après décongélation, les alicots sont dilués 5 fois dans du 

milieu de culture et utilisés immédiatement (concentration de 20 ng/µL). 

En monocouche, les CSM-GW sont ensemencées à 1 000 cellules/cm² pendant 24h 

pour permettre aux cellules d’adhérer et de commencer à proliférer. Le milieu est ensuite 

remplacé par du nouveau milieu de culture « monocouche », enrichi en IFN-γ et TNF-α à 

20 et 30 ng/mL respectivement pendant 48h avant récolte des cellules et des surnageants 

pour analyse.  

En billes d’Alg/HA, 3 billes sont mises en culture dans un puits de plaque 12 puits, 

avec 2 mL de milieu « différenciation Alg/HA ». Les différentes conditions de stimulations 

varient de 10 à 100 ng/mL (10, 20, 30, 50 et 100) en monostimulation et de 10 à 30 ng/mL 

en double stimulation. 
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III. Méthodes analytiques 

A. Cytométrie en flux 

La cytométrie en flux est une technique semi-quantitative permettant de caractériser 

des cellules ou particules en suspension grâce à leur taille, granulosité, et à la fixation 

d’anticorps – couplés à un fluorochrome de manière directe ou indirecte – ou de sondes 

fluorescent(e)s sur leur membrane ou sur des molécules intra-cellulaires. En passant devant 

un laser, la cellule dévie la lumière selon sa taille et sa granulométrie. Le laser va également 

exciter les fluorochromes ou les sondes fluorescentes présents dans la suspension cellulaire. 

Ces fluorochromes ou ces sondes fluorescentes ont des spectres d’excitation et d’émission 

qui leur sont spécifiques ; ils doivent être excités par le laser correspondant, et vont émettre 

une fluorescence qui permet de les caractériser de manière spécifique. Enfin, les 

photomultiplicateurs (PMT) du cytomètre vont détecter la taille et la granulométrie des 

cellules ainsi que la présence de fluorochromes ou de sondes fluorescentes (Figure 15). 

Ces données sont amplifiées, numérisées et stockées sur un ordinateur, puis analysées par 

un logiciel de traitement de données. Cette technique a été utilisée dans cette étude pour 

étudier la viabilité cellulaire ainsi que l’expression de marqueurs de surface et de protéines 

de la matrice peri-cellulaire. 

 

Figure 15 : Fonctionnement schématique d'un cytomètre en flux 
Source : Wikimedia Commons avec modifications  

Réactifs : 

- PBS (Sigma, France) 
- Solution de blocage : BSA à 0,5% (p/v dans du PBS ; Sigma, France) 
- Kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences, France) pour marquages intracellulaires 

o Solution de fixation/perméabilisation 
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o Tampon de lavage 10X dilué 10 fois dans du PBS 
- Kit Vybrant/Apoptosis™ (Invitrogen, France) 

o Tampon annexine-liant 5X dilué 5 fois dans de l’eau distillée 
o Solution d’annexine V couplée AlexaFluor® 488 (AF488) 
o Solution d’iodure de propidium 100µL/mL 

- Kit Legendplex Human Th Cytokine Panel (BioLegend, France) 
o Lot de billes recouvertes d’anticorps anti-IL-10 13X dilué dans l’Assay 

Buffer 
o Assay Buffer 
o Wash Buffer 20X dilué dans de l’eau distillée 
o Cocktail « Human Th Cytokine Standard » lyophilisé dilué dans 250 µL 

d’Assay Buffer (0 – 10 000 pg/mL) 
o Fluorochrome révélateur Streptavidine/R-Phycoérythrine conjugué 

- Solution d’immunomarquage : anticorps spécifique (Tableaux 6 et 7) dilué dans 
la solution de blocage 

- Solution de fixation : PAF 1% p/v dans de l’eau distillée (Sigma, France) 

Tableau 6 : Anticorps directs utilisés pour la CMF (les antigènes soulignés nécessitent une perméabilisation des cellules 
de même que leur isotype associé) 

Antigène cible Fluorochrome Fournisseur 
Isotype FITC FITC Dako 
Isotype Alexa Fluor 488 Alexa Fluor 488 R&D Systems 
Isotype PE PE Miltenyi 
Isotype APC APC Miltenyi 
CD34 PE BD Biosciences 
CD40 PE Miltenyi 
CD45 FITC Dako 
CD73 PE BD Biosciences 
CD73 APC BD Biosciences 
CD80 PE Miltenyi 
CD86 FITC Miltenyi 
CD90 FITC BD Biosciences 
CD105 PE Beckman Coulter 
HLA-DR FITC Beckman Coulter 
HLA-G clone MEM-G/9 FITC Exbio 
HLA-G clone 2A12 FITC Exbio 
IDO Alexa Fluor 488 R&D Systems 
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Tableau 7 : Anticorps indirects utilisés pour la CMF 

Cible Hôte Fournisseur 

Anticorps primaires 

Collagène I Lapin Merck 

Collagène II Lapin Sigma 

Anticorps secondaire 

Lapin Chèvre couplé Alexa Fluor 

488 

Molecular Probes 

 

Deux types d’immunomarquage ont été utilisés (Figure 16). Le marquage direct 

consiste en l’ajout d’un anticorps directement couplé à un fluorochrome. Le marquage 

indirect consiste en l’utilisation d’un anticorps provenant d’une espèce, doublé d’un 

anticorps couplé à un fluorochrome dirigé contre l’espèce du premier anticorps. 

 

 

Figure 16 : Techniques d'immunomarquages direct et 
indirect 

 

Matériel : 

- Tubes à hémolyse 5 mL (Sarstedt, Allemagne) 
- Agitateur orbital 
- Cytomètre Gallios (Beckman Coulter, France) 
- Logiciel Gallios Software (Beckman Coulter, France) 
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Méthodes : 

Viabilité cellulaire, apoptose, nécrose 

L’apoptose et la nécrose sont les deux voies de mort possibles pour la 

cellule. L’apoptose consiste en la mort programmée de la cellule, qui par activation des 

gènes responsables va produire une fragmentation de la cellule pour former des corps 

apoptotiques. Ces corps apoptotiques seront ensuite phagocytés par les macrophages. 

L’apoptose provoque un inversement des phosphatidylsérines de la face interne de la 

bicouche lipidique vers la face externe par un phénomène de flip-flop. L’annexine V, qui 

possède une très forte affinité pour ces phosphatidylsérines, va pouvoir les marquer et ainsi 

caractériser spécifiquement l’apoptose cellulaire. La nécrose est un processus de mort non 

programmé qui aboutit à la lyse de la cellule ; la membrane plasmique devient poreuse ce 

qui permet la pénétration de l’iodure de propidium, un intercalant de l’ADN (Figure 17 

17). 

 

Figure 17 : Marquage des cellules apoptotiques et nécrotiques 
Source : www.biomol.de 

 

Pour ce test, les cellules sont réparties dans des tubes à hémolyse (100 000 cellules par 

tube) dans 1 mL de PBS puis centrifugées (300g, 5 min). Les cellules sont ensuite mises 

en suspension dans 100µL de tampon annexine-liant 1X et les cellules sont marquées à 

l’annexine V-Alexa Fluor 488 et à l’iodure de propidium. Après une incubation de 15 min 

à l’obscurité, la réaction est arrêtée avec 200µL de tampon annexine-liant 5X. Les cellules 

sont immédiatement analysées au cytomètre en flux qui mesure la fluorescence à 530 nm 

(spectre d’émission de l’Alexa Fluor 488) et 575 nm (spectre d’émission de l’iodure de 

propidium) sur un minimum de 6 000 évènements. 
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Immunophénotypage 

Les cellules sont réparties dans des tubes à hémolyse (100 000 cellules par tube) avec 1mL 

de PBS puis centrifugées (300g, 5 min). Si le marquage nécessite une perméabilisation des 

cellules, celles-ci sont mises en suspension dans 100 µL de solution de 

fixation/perméabilisation pendant 20 minutes à 4°C puis lavées avec 500 µL de tampon de 

lavage 1X et centrifugées (300g, 5 minutes). Les cellules sont ensuite mises en suspension 

dans 500 µL de solution de blocage pendant 5 min et centrifugées (300g, 5 min). La 

solution de blocage est éliminée et les culots cellulaires sont remis en suspension dans 100 

µL d’une solution d’immunomarquage (Tableaux 6 et 7) pendant 30 minutes à l’obscurité. 

La réaction est arrêtée avec 500µL de PBS et les tubes sont centrifugés (300g, 5 min) puis 

la solution est éliminée. Si le marquage nécessite un anticorps secondaire (Tableau 6), les 

cellules sont remises en suspension dans 100 µL d’une solution d’immunomarquage 

pendant 30 minutes à l’obscurité. La réaction est arrêtée avec 500µL de PBS et les tubes 

sont centrifugés (300g, 5 min) puis la solution est éliminée. Le culot cellulaire est ensuite 

suspendu dans 300µL de PBS – ou 300 µL de PAF 1% si la lecture ne s’effectue pas dans 

la journée – avant d’être analysé par le cytomètre en flux. 

Détection des facteurs solubles 

Les surnageants de culture et la gamme étalon sont répartis dans des tubes à hémolyse 

(25 µL/tube). Dans chacun des tubes sont ensuite ajoutés successivement de l’Assay Buffer 

(25 µL/tube), le lot de billes recouvertes d’anticorps anti-IL-10 (25 µL/tube) et le 

fluorochrome révélateur conjugué (25 µL/tube). L’incubation dure ensuite 2h à l’obscurité, 

à température ambiante et sous agitation (1 000 rpm). Les surnageants sont ensuite analysés 

en cytométrie en flux. 

 

B. Histologie 

Deux colorations sont utilisées pour visualiser et quantifier la synthèse matricielle dans 

les pellets ou les billes d’Alg/HA : le Rouge Sirius pour les collagènes totaux et le Bleu 

Alcian pour les protéoglycannes. La coloration au Bleu Alcian est additionnée d’une 

coloration au Rouge Kernechtrot qui permet de visualiser les noyaux cellulaires. La 

coloration à l’hématoxyline-éosine-safran (HES) est utilisée pour observer le noyau 
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cellulaire (hématoxyline, couleur bleu-violet), le cytoplasme (éosine, couleur rose) et les 

fibres conjonctives (safran, couleur jaune-orangé). 

Réactifs : 

- Paraffine (Sakura, Japon) 
- Toluène (Sigma, France) 
- Coloration au Rouge Sirius : Direct Red 80 (Sigma, France) à 0,1% p/v dans une 

solution d’acide picrique saturée (Sigma, France) 
- Chlorure d’hydrogène 0,01N (Sigma, France) 
- Coloration au Bleu Alcian :  

o Bleu Alcian 8GX Gurr acide (Searle Diagnostic, France) à 0,1% p/v dans 
de l’eau distillée  

o Rouge Kernechtrot (Merck, France) à 0,1% p/v et sulfate d’aluminium 
(Sigma, France) 5% p/v dans de l’eau distillée  

- Coloration HES :  
o Hématoxyline de Harris (RAL Diagnostics, France) 
o Eosine : érythrosine (RAL Diagnostics, France) 1% p/v dans de l’eau 

distillée  
o Safran : pistils de Safran du Gatinais (Labonord, France) 1% p/v dans de 

l’éthanol absolu (Carlo Erba, Italie) 
- Tissue Clear (Sakura, Japon) 
- Ethanol absolu utilisé pur ou dilué à 95, ou 70% v/v dans de l’eau distillée (Carlo 

Erba, Italie) 
- Alcool ammoniacal (Carlo Erba, Italie) 
- Résine de montage Pertex (Baler, France) 

Matériel : 

- Cassette (Simport, Canada) 
- Mousse rectangle bleu (Simport, Canada) 
- Appareil de déshydratation automatisée : ASP 300S (Leica, Allemagne) 
- Appareil d’inclusion en paraffine : Tissue-Tek DRS 2000E-D2 (Sakura, Japon) 
- Microtome RM2135 (Leica, Allemagne) 
- Lames de microtome N35 (Feather, Japon) 
- Appareil de coloration automatisée : Tissue-Tek TEC (Sakura, Japon) 
- Lames de verre Menzel-Gläzer Superfrost (Thermo Scientific, France) 
- Lamelles de verre (Sakura, Japon) 
- Macroscope  motorisé Macrofluo Z16 APO A (Leica, France) 
- Microscope optique DMD108 (Leica, France) 
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Méthodes : 

Les pellets ou les billes d’Alg/HA recueillis pendant les cultures sont placés entre deux 

mousses rectangulaires dans des cassettes. Les échantillons sont traités dans un appareil de 

déshydratation qui permet d’évacuer l’eau présente grâce à des bains croissants d’éthanol 

de 70, 95 et 100%. L’éthanol est ensuite remplacé par de la paraffine liquide grâce à 

différents bains de toluène et les échantillons sont conservés à 58°C jusqu’à l’inclusion en 

paraffine. Les échantillons sont ensuite inclus en bloc de paraffine liquide qui solidifie par 

baisse de température. Des coupes de 5µm sont réalisées au microtome et déposées sur 

lames. Les échantillons sont ensuite traités pour la coloration par un appareil de coloration 

automatisé (Tableau 8) : les lames sont placées dans différents bains d’éthanol 

décroissants pour réhydrater les échantillons qui sont ensuite colorés puis lavés. Enfin, les 

échantillons sont déshydratés une dernière fois et montés sous lamelles grâce à une résine 

pour observation. 
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Tableau 8 : Protocoles de coloration de l'appareil Tissue-Tek TEC 

Rouge Sirius Bleu Alcian HES 

Réactif Durée (min) Réactif Durée (min) Réactif Durée (min) 

Tissue Clear 10 Tissue Clear 10 Tissue Clear 10 

Ethanol 

100% 
5 Ethanol 100% 5 Ethanol 100% 5 

Ethanol 95% 5 Ethanol 95% 5 Ethanol 95% 5 

Ethanol 70% 5 Ethanol 70% 5 Ethanol 70% 5 

Lavage 5 Lavage 5 Lavage 5 

Rouge Sirius 60 Bleu Alcian 60 Hématoxyline 5 

HCl 2 Bleu Alcian 60 Lavage 3 

Ethanol 95% 2 Lavage 5 
Alcool 

ammoniacal 
1 

Ethanol 

100% 
2 

Rouge 

Kernechtrot 
5 Lavage 3 

Tissue Clear 5 Lavage 5 Eau distillée 3 

 

Ethanol 95% 0,5 Eosine 5 

Ethanol 100% 0,5 Lavage 3 

Tissue Clear 5 Ethanol 95% 3 

 

Ethanol 100% 3 

Safran 5 

Ethanol 100% 5 

Tissue Clear 5 

Les coupes de pellets ont été observées au macroscope Macrofluo Leica Z16 APO A. 

Les images ont été capturées par un objectif X5 NA05, caméra couleur DFC310FX munie 

d’un filtre Bayer et refroidie par effet Peltier à -10°C, avec une précision de 3,5 millions 

de pixels, 1 pixel = 6,45 x 6,45 µm². L’acquisition est effectuée en fullframe HQ 

2048x1483. Le travail est fait à grandissement constant équivalent à une magnificence 

totale de 45, avec un éclairage constant, une puissance en lumière transmise fixe et un seuil 

de sensibilité de lumière de 61% pour le bleu Alcian et 65% pour le rouge Sirius. Ceci 

justifie la répétabilité et reproductibilité des acquisitions. 

Les coupes de billes d’Alg/HA sont observées au microscope optique DMD108 aux 

grossissements 4, 10 et 20X. 
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Analyse quantitative de la synthèse matricielle 

Une macro a été créée à l’aide du logiciel ImageJ par les responsables de la plateforme 

PTIBC en collaboration avec l’IBMP de Strasbourg et l’Institut Curie de Paris. Cette macro 

permet d’analyser les images et de quantifier la coloration des différentes coupes de pellets 

de manière automatique. La détermination de contour a été réalisée par une méthode de 

filtrage jouant sur la variance. La séparation des différents colorants a été effectuée par une 

méthode de seuillage successifs et itératifs utilisant les propriétés spectrales de brillance et 

de saturation de l’image (Figure 18). 

 

Figure 18 : Méthode d'isolement des colorations par le logiciel ImageJ 

a : Image d’un pellet coloré au bleu alcian. 
b : détermination de l’aire totale du pellet (en jaune). 

c : détermination de l’aire bleue (en blanc). 
d : Image d’un pellet coloré au rouge sirius.  

e : détermination de l’aire rouge (en noir). 

C. Biologie Moléculaire 

L’expression des gènes est étudiée par reverse transcription - polymerase chain 

reaction (RT-PCR) en temps réel. Les gènes étudiés codent pour différentes protéines : 

RP29, Sox9, RunX2, COMP, agrécanes, et les collagènes I, II total, IIa, X. La protéine 

RP29 est ubiquitaire et son expression est la même dans toutes les cellules 

indépendamment des méthodes de culture utilisées dans cette étude et sert de référence. 
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Réactifs : 

- Kit d’extraction d’ARN RNeasy Plus Micro Kit (Qiagen, France) 
- Chloroforme (Carlo Erba, Italie) 
- Isopropanol (Carlo Erba, Italie) 
- Kit de rétro-transcription des ARN : iScript cDNA Synthesis Kit (Biorad, France) 
- SYBR Green Supermix (Biorad, France) 
- Amorces Forward et Reverse de chaque gène à 10µM (Eurogentech, France) : 

Tableau 9 
- Solution mère de chaque gène à 1ng/µL 
- Mix de PCR : 10µL de SYBR Green + 6µL d’eau RNase/DNase free + 1µL de 

chaque amorce du gène recherché (Tableau 9) 

Tableau 9 : Amorces utilisées en PCR en temps réel 

Amorce Séquence (5’ – 3’) 
Température 
d’hybridation 

RP29 Reverse AGACGCGGCAAGAGCGAGAA 60°C 
Forward AAGATGGGTCACCAGCAGCTCTACTG  

Sox9 Reverse CCTGGGATTGCCCCGA 55°C 
Forward GAGCAGACGCACATCTC  

RunX2 Reverse CGTTACCCGCCATGACAGTA 56°C 
Forward CCCGTGGCCTTCAAGGT  

COMP Reverse TCTGCATCAAAGTCGTCCTG 60°C 
Forward ACAATGACGGAGTCCCTGAC  

AGR Reverse TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA 62°C 
Forward TCGAGGACAGCGAGGCC  

Coll I Reverse GGACCACTTTCACCCTTGT 62°C 
Forward AGGTGCTGATGGCTCTCCT  

Coll II total Reverse GAACCTGCTATTGCCCTCTG 60°C 
Forward ATGACAATCTGGCTCCCAAC  

Coll IIa Reverse ATCTCAGGGCTGAGGCAGT 60°C 
Forward GCAGGATGGGCAGAGGTAT  

Coll X Reverse CTCCAGGATCACCTTTTGGA 60°C 
Forward GCTAAGGGTGAAAGGGGTTC  

Matériel : 

- Spectrophotomètre Nanodrop ND-1000 (Labtech, France) 
- Reverse-transcription : Thermal cycler (Biorad, France) 
- Capillaires qPCR (Roche, France) 
- PCR en capillaires : Thermocycler (LightCycler 1.5, Roche, USA) 
- Plaques qPCR 96 puits Axygen (Fisher Scientific, France) 
- PCR en plaques : Step One Plus (Applied Biosystems, France) 
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Méthodes : 

Extraction des ARN à partir de cellules en culture en monocouche ou en biomatériaux 

Alg/HA 

Les échantillons issus de culture en monocouche ou en billes d’Alg/HA sont conservés 

à -80°C dans du QIazol jusqu’à extraction des ARN. Les ARN sont séparés par méthode 

classique au chloroforme, précipités par de l’isopropanol puis lavés à l’éthanol. Les ARN 

sont ensuite conservés en suspension aqueuse à -20°C jusqu’à utilisation.  

Extraction des ARN à partir de cellules en culture en pellets 

Les pellets sont conservés après culture à -80°C dans du QIazol jusqu’à extraction des 

ARN. Après décongélation, les pellets sont broyés à l’aide d’un pilon en téflon et les ARN 

sont séparés au chloroforme ; la phase aqueuse formée est transférée dans une colonne 

d’exclusion d’ARN du kit RNeasy Plus Micro (QIagen). La suite de l’extraction d’ARN 

s’effectue selon le protocole du fournisseur.  

Dosage des ARN, rétro-transcription en ADNc et RT-PCR 

Le dosage des ARN extraits est réalisé par spectrophotométrie. La rétro-transcription 

des ARN en ADNc est exécutée selon le protocole fourni avec le kit iScript cDNA 

Synthesis en présence de 300ng d’ARN pour chaque échantillon. La réaction de PCR en 

temps réel s’effectue en capillaires pour les ADNc issus de culture en pellets ou en plaques 

pour les autres échantillons : 2µL d’échantillon sont dilués dans le Mix de PCR 

correspondant au gène recherché, ainsi qu’une gamme étalon. L’automate – Thermocycler 

pour les PCR en capillaires, Step One Plus pour les PCR en plaques – effectue plusieurs 

cycles de température spécifique au gène étudié (Tableau 9) et mesure la fluorescence à 

chaque cycle. Les résultats sont présentés en rapport au gène de référence RP29. 

D. ELISA 

Les techniques de détection immuno-enzymatique ELISA (Enzyme-linked 

immunosorbent assay) sont des tests permettant de détecter et/ou doser une molécule par 

méthode colorimétrique ou fluorimétrique. Les molécules recherchées peuvent être des 

antigènes, des anticorps, des facteurs solubles, présents dans du sérum, du surnageant de 
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culture ou même directement sur les cellules. La technique ELISA repose sur une réaction 

immunologique se déroulant sur un support solide et révélée par une réaction enzymatique 

en phase liquide. Dans ce travail, deux types d’ELISA ont été utilisés : ELISA en sandwich 

et ELISA par compétition.  

Pour la méthode en sandwich (Figure 19), utilisée dans ce travail pour la détection des 

interleukines 6 et 10, le VEGF, l’HGF et le TGF-β, l’antigène se trouve entre 2 anticorps 

spécifiques. La solution contenant la molécule d’intérêt est déposée dans le puit dont le 

fond est recouvert d’anticorps dirigés contre la molécule d’intérêt – anticorps de capture. 

Au cours de la phase d’incubation, les antigènes en solution vont se fixer à l’anticorps de 

capture. Dans une 2ème étape, l’anticorps de détection couplé à la biotine est ajouté et va 

prendre en sandwich l’antigène fixé sur l’anticorps de capture. Dans une dernière étape, la 

streptavidine qui a une très forte affinité avec la biotine est ajoutée. Elle est couplée à une 

enzyme – la peroxydase de Raifort ou HRP – qui permet, par l’ajout d’une solution 

révélatrice contenant le substrat de l’enzyme, d’obtenir un produit de réaction soluble et 

coloré. La quantité de signal émis est proportionnelle à la quantité d’antigène pris en 

sandwich. 

 

Figure 19 : Représentation schématique d’un ELISA en sandwich 

 

La méthode dite « de compétition » (Figure 20) a été adoptée pour la détection de la 

PGE-2. La solution contenant la molécule d’intérêt est déposée dans le puit dont le fond 

est recouvert d’anticorps polyclonaux dirigés contre l’anticorps de capture de PGE-2 et 

contre un complexe PGE-2 – HRP fourni dans le kit. Au cours de la phase d’incubation, la 

PGE-2 en solution va se fixer à l’anticorps de capture qui va lui-même se fixer aux 
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anticorps polyclonaux. Dans une 2ème étape, un complexe PGE-2 – HRP est ajouté et va se 

fixer sur les anticorps polyclonaux non occupés par les antigènes de capture de la PGE-2. 

Dans une dernière étape, l’ajout d’une solution révélatrice contenant le substrat de 

l’enzyme HRP va permettre d’obtenir un produit de réaction soluble et coloré. C’est la 

présence du complexe PGE-E – HRP qui sera détectée par méthode colorimétrique, on 

mesure donc ici l’absence de PGE-2 dans les surnageants. 

 

Figure 20 : Représentation schématique d'un ELISA par compétition 

 

Réactifs : 

- Kit humain IL-6, IL-10, HGF, VEGF, TGF-β1 DuoSet ELISA (Biotechne, France) 
o Anticorps de capture (voir tableau 10) v/v dans du PBS 
o Anticorps de détection (voir tableau 10) v/v dans du Diluant pour réactif 
o Standard IL-6, IL-10, HGF, VEGF, TGF-β1 
o Streptavidine-HRP, 80X v/v dans du Reagent Diluent 

- Prostaglandin E2 Parameter assay kit (Biotechne, France) 
o Tampon de lavage 25X v/v dans de l’eau distillée 
o Solution substrat color reagent A + color reagent B v/v 
o Standard PGE-2 
o Diluant RD5-56 
o Solution d’anticorps primaire 
o Solution de PGE-2 conjuguée 

- Solution d’activation acide : 1N HCl v/v dans de l’eau distillée 
- Solution neutralisante : 1,2N NaOH/0,5 M HEPES p/v dans de l’eau distillée 
- DuoSet ELISA Ancillary reagent kit 1 et 2 (Biotechne, France) 

o Tampon de lavage 25X v/v dans de l’eau distillée 



86 

 

o Diluant pour réactifs concentré 1, 70X v/v dans du PBS (ancillary reagent 
kit 1) 

o Diluant pour réactifs concentré 2, 10X v/v dans du PBS (ancillary reagent 
kit 2) 

o Diluant pour réactifs concentré 3, 5X v/v dans du PBS (ancillary reagent 
kit 1) 

o Solution substrat : color reagent A + color reagent B v/v 
o Solution stop 

 
 

Tableau 10 : Facteurs de dilution des anticorps ELISA DuoSet 

Cytokine Anticorps de Facteur de dilution 

IL-6 
Capture 180 

Détection 180 

IL-10 
Capture 120 

Détection 60 

HGF Capture 120 
Détection 60 

VEGF 
Capture 120 

Détection 60 

TGF- β1 
Capture 120 

Détection 60 
 

 

Matériel : 

- Plaques 96 puits à haute affinité pour les protéines 
- Agitateur orbital 
- Varioskan flash (Thermo Scientific, France) 

 

Méthodes : 

Les surnageants de culture sont prélevés après 48h de culture, centrifugés (300g, 5 

minutes), puis transférés dans des tubes propres. Ils sont ensuite conservés au congélateur 

à -20°C jusqu’à 6 mois. Avant les tests, les surnageants sont dilués comme indiqué dans le 

tableau 11. Les kits ELISA sont utilisés conformément aux protocoles du fournisseur avec 

dépôt des échantillons en duplicats et utilisation d’une gamme étalon pour permettre de 

quantifier les échantillons.  
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Tableau 11 : Facteur de dilutions des surnageants utilisés pour les tests ELISA et gammes de détection 

 Facteur de dilution des 
surnageants issus de culture 

en monocouche 

Facteur de dilution des 
surnageants issus de culture 

en biomatériaux 

Gamme de détection 
(pg/mL) 

PGE-2 30 3 39 – 2 500 
IL-6 1000 100 9 - 600 
IL-10 0 0 31 – 2 000 
HGF 0 0 125 – 8 000 
VEGF 3 3 31 – 2 000 
TGF-β1 3 3 31 – 2 000 

 Les kits DuoSet ELISA IL-6, IL-10, HGF, VEGF – principe d’ELISA en sandwich 

– nécessitent l’utilisation des réactifs fournis dans les kits DuoSet et le kit Ancillary reagent 

2. Les puits des plaques sont préparés la veille de la manipulation par revêtement avec 

100µL d’anticorps de capture pendant toute la nuit à température ambiante. Les puits sont 

ensuite lavés 3 fois avec du tampon de lavage puis vidés. Une solution de blocage est 

ajoutée (Diluant pour réactifs concentré 2 – 300µL/puits) et incubée à température 

ambiante pendant 1h. Les puits sont ensuite lavés 3 fois avec du tampon de lavage puis 

vidés. Les échantillons dilués ou non (Tableau 11) ainsi que la gamme sont déposés 

(100µL/puits) et incubés pendant 2h à température ambiante. Les puits sont ensuite lavés 

3 fois avec du tampon de lavage puis vidés. L’anticorps de détection est déposé 

(100µL/puits) et incubé pendant 2h à température ambiante. Les puits sont ensuite lavés 3 

fois avec du tampon de lavage puis vidés. La streptavidine-HRP (100 µL/puits) est déposée 

et incubée pendant 20 minutes à température ambiante à l’abri de la lumière. Les puits sont 

ensuite lavés 3 fois avec du tampon de lavage puis vidés. La solution substrat (200 

µL/puits) est déposée et incubée pendant 20 minutes à température ambiante à l’abri de la 

lumière. Enfin, la solution stop (50µL/puits) permet la révélation de la réaction et la plaque 

peut être lue par un automate pendant 30 minutes avant altération des résultats. 

La méthode utilisée pour le kit DuoSet ELISA TGF-β1 – principe d’ELISA en 

sandwich – nécessite l’utilisation des réactifs fournis dans le kit DuoSet et le kit Ancillary 

reagent 1. Le procédé d’expérimentation est le même que pour les kits DuoSet ELISA IL-

6, IL-10, HGF, VEGF à l’exception de la préparation des échantillons. Ceux-ci doivent être 

activés afin de permettre la détection du TGF-β1 par une solution d’activation acide 20% 

pendant 10 minutes à température ambiante puis par une solution neutralisante 16,6% avant 

dépôt des échantillons dans les puits. 



88 

 

Le kit Prostaglandin E2 Parameter assay nécessite uniquement l’utilisation des réactifs 

fournis dans le kit. Les échantillons et la gamme étalon sont ajoutés dans les puits 

(150µL/puits) et immédiatement après, la solution d’anticorps primaire (50µL/puits). Les 

réactifs sont incubés pendant 1h à température ambiante sur un agitateur orbital à 500 tours 

par minute. La solution de PGE-2 conjuguée est ajoutée (50µL/puits) et incubée pendant 

2h à température ambiante sur un agitateur orbital à 500 tours par minute. Les puits sont 

ensuite lavés 3 fois avec du tampon de lavage puis vidés. La solution substrat (200 

µL/puits) est déposée et incubée pendant 30 minutes à température ambiante à l’abri de la 

lumière. Enfin, la solution stop (100µL/puits) permet la révélation de la réaction et la 

plaque peut être lue par un automate pendant 30 minutes avant altération des résultats. 

Après la révélation, les plaques sont lues à l’aide d’un spectrophotomètre à une 

longueur d’onde de 450 nm et les concentrations sont calculées à partir d’une gamme étalon 

déterminée par le logiciel SkanIt Software pour chacun des tests. 

 

E. Cultures mixtes lymphocytaires (MLR) 

Les cultures mixtes lymphocytaires sont des tests fonctionnels permettant de 

déterminer l’activité immunologique d’une population cellulaire. Dans le cadre de ce 

travail, deux expérimentations sont menées. La première vise à déterminer 

l’immunogénicité des CSM-GW face aux cellules mononucléées de sang périphérique 

(PBMC) d’un donneur sain. La seconde concerne l’immunomodulation des CSM-GW ; en 

coculture tripartite, les CSM-GW modulent la réaction immunitaire des PBMC d’un 

donneur dit répondant face aux PBMC irradiées d’un autre donneur servant de stimulant 

(Figure 21). 

 

Figure 21 : Schématisation des tests de cultures mixtes lymphocytaires réalisés 
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Réactifs : 

- Milieu de séparation des lymphocytes (Eurobio, France) 
- Milieu 199 avec sels de Hank (GE Healthcare, Autriche) 
- Milieu RPMI 1640 sans rouge de phénol (Lonza, Belgique) 
- Sérum AB de donneurs sains 
- Pénicilline à 100 U/mL – Streptomycine à 100 µg/mL (Gibco, France) 
- L-Glutamine à 2 mM (Sigma, France 
- Tampon PBS de Dulbecco (Eurobio, France) 
- Leucoplate (Sobioda, France) 
- Sang périphérique de donneurs sains 
- Kit Delfia Cell Proliferation (Perkin Elmer, France)  

o Anticorps de marquage : BrdU – 5-Bromo-2’-deoxyuridine – utilisé à 0,05 
% v/v dans du milieu RPMI 

o Solution de fixation 
o Anticorps de révélation : Anti-BrdU utilisé à 0,5% v/v dans du tampon de 

dilution 
o Tampon de dilution 
o Tampon de lavage 10X dilué 10 fois dans de l’eau stérile 
o Solution de révélation : Delfia Inducer 

Matériel : 

- Tubes Leucosep stériles 50 mL (Greiner bio-one, Allemagne) 
- Tubes stériles 50 mL (Sarstedt, France) 
- Tubes stériles 15 mL (Falcon, Mexique) 
- Plaques de culture cellulaire 96 puits fond rond (Thermo Scientific, Danemark) 
- Plaques Delfia (Perkin Elmer, France) 
- Lecteur de plaques multi-détecteur : Victor X4 (Perkin Elmer, France) 
- Irradiateur X-Rad 320 (Precision Xray Inc., USA) 

 

Méthodes : 

Séparation sur gradient de densité 

Le sang total de chaque donneur est transféré dans des tubes Leucosep avec du milieu 

de séparation lymphocytaire et du milieu 199 pour un volume total de 45 mL, puis 

centrifugé à 1000g pendant 10 minutes. Les cellules mononucléées (PBMC) sont 

récupérées dans un tube Falcon de 15 mL puis sont ensuite remises en suspension dans du 

milieu 199 et centrifugées une fois à 600g pendant 15 minutes puis 2 fois à 400g pendant 

10 minutes. Les cellules sont ensuite remises en suspension dans du milieu RPMI puis 
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comptées sur cellule de Malassez puis réparties en 2 tubes à une concentration de 1 millions 

de cellules par mL pour être irradiées ou non. Pour le test à J0, les PBMC et les CSM sont 

irradiées à 40 Gray. Lors des autres tests (J3, J14 et J28), l’irradiation des PBMC de donneurs 

sains s’effectue à 25 Gray et les CSM ne sont pas irradiés, leurs capacités de prolifération 

étant réduites par le biomatériau d’Alg/HA.  

Isolement des CSM-GW en culture en monocouche 

Les CSM-GW sont utilisées en fin de P3. Lorsque les flacons de culture sont à 80% de 

confluence, les CSM-GW sont décollées à la trypsine puis lavées et comptées sur cellule 

de Thoma. Elles sont ensuite réparties en deux tubes à une concentration de 1 million/mL 

pour être irradiées ou non. L’irradiation s’effectue à 40 Gray pour les CSM utilisées en 

tests d’immunomodulation. 

 

Préparation des CSM-GW en billes d’Alg/HA 

Les billes d’Alg/HA ensemencées en CSM-GW sont utilisées à J3, J14 et J28 de la 

différenciation chondrocytaire. Les billes sont lavées 2 fois avec du PBS stérile pour bien 

rincer le CaCl2 puis conservées dans du milieu RPMI complet jusqu’à la mise en plaque. 

Les billes d’Alg/HA ne sont pas irradiées. 

MLR 

Les PBMC et les CSM ensemencées ou non en billes d’Alg/HA sont réparties dans 

une plaque 96 puits pour 3 jours de coculture. Le volume final déposé dans chaque puits 

est de 200 µL sans considération du volume des billes. Les cellules sont ensuite mises en 

incubateur en normoxie (5% de CO2, 19% d’O2) à 37°C. Le milieu n’est pas changé au 

cours des 3 jours de coculture. 

Révélation de la MLR 

Au 3ème jour de coculture, le BrDU, un intercalant de l’ADN, est ajouté au milieu de 

culture et incubé pendant 18h. 
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Au 4ème jour de coculture, le contenu des puits est transféré dans des plaques Delfia 96 

puits. Les puits sont ensuite vidés et les plaques laissées découvertes jusqu’à séchage 

complet. La solution de fixation est ajoutée pour une incubation de 30 minutes à 

température ambiante ; les plaques sont vidées puis à nouveau laissées découvertes jusqu’à 

séchage complet. L’anti-BrDU est ajouté dans tous les puits pour une incubation d’une 

heure à température ambiante. Les plaques sont vidées, puis lavées 4 fois avec le tampon 

de lavage du kit Delfia. Les plaques sont ensuite découvertes jusqu’à séchage complet. Le 

Delfia inducer est ajouté pur dans tous les puits et incubé sous agitation pendant 20 minutes 

à température ambiante. Les plaques sont ensuite lues par un lecteur de fluorescence à 615 

nm (Victor X4, Perkin Elmer). 
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IV. Analyses statistiques 

Toutes les données sont présentées selon leurs moyennes et écart-types sur un 

minimum de N=3. Les analyses statistiques réalisées sont des tests de Pearson ou de 

Student pour les paramètres d’avant décongélation, des régressions linéaires pour les 

facteurs obstétricaux et des analyses de variances pour l’ensemble des autres 

expérimentations. Une valeur p inférieure à 0,05 est considérée comme statistiquement 

significative. Les résultats sont présentés à l’aide du logiciel Prism5 (GraphPad Software, 

USA). 

A. Tests de corrélation 

Le contrôle du rôle des paramètres cellulaires avant décongélation sur les indicateurs 

biologiques (temps de doublements P1 et P2, volume des micromasses, sécrétions de 

collagènes et protéoglycannes, expressions relatives de Sox9, agrécanes et collagène 2 

total) a été effectué par recherche des corrélations à l’aide de tests de Student ou de Pearson, 

suivant la répartition gaussienne ou non des indicateurs. Ces analyses ont été réalisées par 

M. J-M Virion du service d’Epidémiologie et Evaluation Clinique du CHRU de Nancy à 

l’aide du logiciel SAS (SAS Institute, France). 

B. Régressions linéaires 

Les analyses statistiques ont été réalisées par M. J-M. Virion du service 

d’Epidémiologie et Evaluation Clinique du CHRU de Nancy. Les corrélations entre les 27 

paramètres obstétricaux et les 8 indicateurs biologiques de prolifération cellulaire et 

différenciation chondrocytaire ont été analysées sur 50 souches avec le logiciel SAS. Tous 

les échantillons ont été analysés en régression linéaire bivariée. Pour les moyennes 

qualitatives, les moyennes par modalité ont été considérées et pour les variables 

quantitatives, les coefficients de corrélation. En cas d’égalité des variances, un test 

ANOVA à un facteur était réalisé. Sinon, un test de Kruskal-Wallis était effectué pour les 

variables qualitatives et un test de corrélation pour les variables quantitatives. L’analyse 

par régression linéaire multivariée n’a été réalisée que pour les facteurs présentant une 

association significative au seuil 0,15 en régression linéaire bivariée. La méthode de 

sélection des variables Stepwise a été utilisée avec un seuil d’entrée dans le modèle à 0,1 

et un seuil de sortie du modèle à 0,05. 
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C. Analyses de variance 

Les analyses de variances simples ou bivariées avec post-test de Bonferroni ont été 

effectuées à l’aide du logiciel Prism5 (GraphPad Software, USA). 
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Troisième partie : Résultats et 
Discussion 
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Résultats et discussion 

 

I. Influence des facteurs obstétricaux sur le comportement cellulaire 

Dans le but d’une utilisation des CSM-GW en ingénierie du cartilage, il est nécessaire 

de comprendre comment ces cellules réagissent à leur environnement et comment cet 

environnement pourrait moduler leurs capacités. Le fœtus et ses annexes sont influencés 

par le déroulement de la grossesse ou encore les habitudes de la mère : le placenta des 

femmes fumeuses, par exemple, est beaucoup plus souvent calcifié et localement infarci en 

fin de grossesse comparé à un placenta de femme non fumeuse (136). Certaines pathologies 

d’origine circulatoire peuvent également produire un effet similaire. Il est donc légitime de 

rechercher une influence de ces facteurs obstétricaux sur les propriétés des CSM contenues 

dans le cordon ombilical. Les facteurs obstétricaux retrouvés dans la littérature sont 

nombreux, et on peut les différencier en 3 principaux groupes : relatifs à la parturiente, au 

travail et à l’accouchement, au nouveau-né. Penolazzi et al. montrent que l’âge de la 

patiente au moment de la grossesse a une influence sur le potentiel de différenciation 

ostéocytaire des CSM-GW. D’autres auteurs ont retrouvé des corrélations entre facteurs 

maternels et tissus fœtaux, notamment les vaisseaux ombilicaux, le placenta et le sang 

placentaire (44,136,137). Ces recherches utilisaient les facteurs suivants : l’âge maternel, 

l’indice de masse corporelle (IMC) de la mère, la parité, et certaines pathologies liées à 

grossesse (l’hypertension artérielle définie comme une tension artérielle supérieure à 14/9 

cmHg, la prééclampsie définie comme une hypertension artérielle avec protéinurie positive 

apparaissant à partir du 2ème trimestre de grossesse, le diabète gestationnel défini comme 

une intolérance au glucose avec hyperglycémie apparaissant pendant la grossesse, ainsi que 

des pathologies inflammatoires). D’autres facteurs sont pris en compte lors du suivi de 

grossesse, notamment les facteurs socio-économiques, les antécédents médicaux-

chirurgicaux personnels et familiaux de la patiente, son statut sérologique (maladies virales 

transmissibles par le sang, rubéole, toxoplasmose, groupe sanguin rhésus), ses éventuelles 

addictions, une prise médicamenteuse liée à une affection au long cours ou encore certains 

traitements spécifiques et nécessaires pendant la grossesse. 

La plupart des études prennent en compte la voie d’accouchement (accouchement voie 

basse ou césarienne) (44,137,138), la durée du travail ainsi qu’une souffrance fœtale dans 
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l’étude de l’impact des facteurs obstétricaux. Cependant, de nombreux autres évènements 

sont observés pendant le travail et l’accouchement : les constantes maternelles, le rythme 

cardiaque et le bien-être fœtal, l’ouverture de la poche des eaux et la couleur du liquide 

amniotique, la présentation fœtale, la contractilité utérine et les éventuelles thérapeutiques 

mises en œuvre. 

Les facteurs étudiés dans la littérature relatifs au nouveau-né sont l’âge gestationnel 

au moment de la naissance, le poids de naissance, le sexe, un retard de croissance intra-

utérin (défini comme un poids de naissance rapporté à l’âge gestationnel inférieur au 10ème 

percentile) et le pH au cordon (139–141). Lors de la prise en charge du nouveau-né à la 

naissance, le personnel médical prend en compte d’autres facteurs comme l’adaptation à la 

vie extra-utérine, la taille et le périmètre crânien de l’enfant, la douleur néonatale si certains 

gestes ont été réalisés ou une souffrance pendant l’accouchement, la régulation thermique 

en autonomie et l’alimentation. Enfin un examen clinique et neurologique précis est réalisé 

et consigné. 

Certains de ces facteurs ont montré un impact non seulement sur la prolifération 

cellulaire mais également sur le potentiel de différenciation des CSM-GW (Tableau 12). 

Les capacités de différenciation mésodermiques et extra-mésodermiques des CSM-GW ont 

été étudiées, mais jusqu’à présent, l’impact des facteurs obstétricaux sur la différenciation 

chondrocytaire n’a pas été approfondi. 

Tableau 12 : Influence des facteurs obstétricaux sur les propriétés des CSM-GW 

Facteurs obstétricaux Propriétés des CSM-GW Références 

Age maternel Corrélation négative avec l’expression des marqueurs 

mésenchymateux (CD105/CD29) 

Alrefaei et al. (35) 

Diabète gestationnel Différenciation adipogénique améliorée  

Capacités prolifératives et viabilité diminuées 

Prolifération diminuée, sénescence précoce, différenciation 

ostéogénique et adipogénique diminuée, dysfonction 

mitochondriale 

Pierdomenico et al. (37) 

Wajid et al. (142) 

Kim et al. (143) 

Amrithraj et al. (144) 

Obésité maternelle Différenciation adipogénique améliorée Boyle et al. (145) 

Prééclampsie Différenciation en cellules gliales améliorée Joerger-Messerli et al. (146) 

Retard de croissance 

intra-utérin 

Augmentation de la prolifération Sukarieh et al. (147) 

Accouchement prématuré Différenciation en cellules gliales similaire au CSM-GW issus 

d’accouchement à terme 

Messerli et al. (148) 

Naissance à terme Potentiel ostéogénique amélioré Penolazzi et al. (36) 
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A. Caractéristiques des échantillons 

Les paramètres obstétricaux relatifs à la mère, au déroulé du travail et de 

l’accouchement et au nouveau-né sont décrits par les tableaux 13, 14 et 15. 

 

Tableau 13: Descriptif des facteurs obstétricaux relatifs à la mère 

    N   %/Moy   ET*   Médiane   Q1   Q3   Min   Max 

                
Age 50   29,84   4,40   30,00   27,00   32,00   20,00   42,00 
IMC (kg/m²) 50   25,45   7,00   23,79   20,43   30,09   17,16   45,91 
Catégorie IMC 

  Maigreur 5   10,0   
  Normal 25   50,0   
  Surpoids 7   14,0   

  Obésité modérée 6   12,0   
  Obésité sévère 5   10,0   
  Obésité morbide 2   4,0   
Tabagisme 

  Non 33   66,0   
  Oui 17   34,0   
Asthme 

  Non 45   90,0   
  Oui 5   10,0   
Grossesse Singleton / Gemellaire 
  Non 43   86,0   

  Oui 7   14,0   
Grossesse normale (tous critères) 
  Non 46   92,0   

  Oui 4   8,0   
Grossesse normale (critères néonataux) 
  Non 23   46,0   
  Oui 27   54,0   

Grossesse normale (critères maternels) 
  Non 41   82,0   
  Oui 9   18,0   
Grossesse normale (critères travail et délivrance) 

  Non 34   68,0   
  Oui 16   32,0   
Hyper-tension artérielle 

  Non 42   84,0   
  HTA non gravidique 4   8,0   
  HTA gravidique 4   8,0   
Prééclampsie 

  Non 46   92,0   
  Modérée 2   4,0   
  Sévère 2   4,0   

Survenue de la prééclampsie (SA) 4   33,13   5,18   33,30   28,65   37,60   28,30   37,60 
Diabète gestationnel 
  Non 43   86,0   
  Oui 7   14,0   

Menace d'accouchement prématuré 
  Non 47   94,0   
  Oui 3   6,0   

Dysthyroïdie 
  Non 44   88,0   
  Oui 6   12,0   
Maladie inflammatoire 

  Non 46   92,0   
  Oui 4   8,0   
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Tableau 14: Descriptif des facteurs obstétricaux relatifs aux nouveau-nés 

    N   %/Moy   ET*   Médiane   Q1   Q3   Min   Max 

                
Semaines d'aménorrhées 49   39,38   2,56   39,90   39,00   40,90   28,30   41,70 
Terme 44   88,0   

  Prématuré modéré 4   8,0   
  Prématurissime 2   4,0   
Sexe 
  Manquant 1       

  M 21   42,9   
  F 28   57,1   
Poids Naissance (g) 49   3 161,80   649,19   3 230,00   2 920,00   3 480,00   760,00   4 310,00 

Catégorie Poids 
  Manquant 1       
  Normal 36   73,5   
  Retard de croissance intra-

utérin 

10   20,4   

  Macrosomie 3   6,1   
pH 45   7,24   0,07   7,26   7,20   7,29   7,08   7,36 

Lactates (mmol/L) 44   3,05   1,51   2,45   2,10   3,60   1,50   7,80 
Souffrance fœtale objectivée à la naissance 
  Non 39   78,0   
  Oui 11   22,0   
                                  

 

Tableau 15: Descriptif des facteurs obstétricaux relatifs au travail et à l'accouchement 

    N   %/Moy   ET*   Médiane   Q1   Q3   Min   Max 

                
Accouchement voie basse 
  Non 16   32,0   

  Oui 34   68,0   
Déclenchement 
  Non 31   62,0   
  Oui 19   38,0   

Travail dirigé 
  Non 37   74,0   
  Oui 13   26,0   

Syntocinon pendant le travail 
  Non 25   50,0   
  Oui 25   50,0   
Durée du travail (h) 44   6,07   2,87   5,50   4,00   7,75   1,00   14,00 

Travail long 
  Manquant 6       
  Non 35   79,5   

  Oui 9   20,5   
Poids du placenta (g) 49   535,02   106,00   530,00   460,00   600,00   243,00   721,00 
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B. Caractérisation des CSM-GW 

Les CSM-GW ont été décongelées après 2 ans de congélation. Elles étaient adhérentes 

au plastique et avaient une forme fibroblastique. La viabilité et le phénotype des cellules 

ont été évalués, respectivement, sur 4 et 5 souches par cytométrie en flux. Les résultats 

montrent que la viabilité après décongélation était supérieure à 90%, que les cellules 

n’exprimaient pas les marqueurs hématopoïétiques ni HLA-DR et exprimaient les 

marqueurs mésenchymateux pour plus de 85%. Leurs capacités clonogéniques ont été 

confirmées à la fin du passage 2 par des tests de CFU-F. Le potentiel de différenciation 

mésodermique – adipocytaire et ostéocytaire – des cellules a été démontré après stimulation 

adéquate par des marquages au rouge Alizarine pour les dépôts calciques et à l’AdipoRed 

pour les vésicules lipidiques (Figure 22). 

 

Figure 22 : Caractérisation des CSM-GW  
Le test de viabilité, apoptose, nécrose (a) a été réalisé juste après décongélation 
(N=4). L’analyse phénotypique (b), les capacités clonogéniques (c ; échelle = 
1 cm) et la différenciation mésodermique (d ; échelle = 100 µm) ont été 
évaluées en fin de P2 (N=5). 
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C. Influence des paramètres avant décongélation sur la prolifération et la 
différenciation chondrocytaire 

Afin de vérifier que l’impact des paramètres obstétricaux sur les propriétés 

prolifératives et chondrocytaires des CSM-GW n’était pas dû à d’autres paramètres, 

l’influence des paramètres cellulaires avant décongélation a été évaluée à l’aide de tests 

statistiques. Pour ce faire, le temps passé en P0, le nombre de cellules isolées en fin de P0, 

ainsi que le temps passé en congélation pour chaque échantillon ont été corrélés avec les 

paramètres biologiques des CSM-GW après décongélation – prolifération cellulaire, 

capacités de différenciation chondrocytaire. Les analyses ne montrent pas d’impact de la 

capacité proliférative des cellules en P0 sur les propriétés des CSM-GW après 

décongélation (p ≥ 0,2358 ; Tableau 16). Seul le temps passé en congélation a montré un 

impact sur la différenciation chondrocytaire et précisément la synthèse de protéoglycannes 

et de collagènes dans la MEC (p ≤ 0,0198 ; Tableau 17). Par conséquent, ce paramètre a 

été pris en compte dans la suite de l’étude pour l’analyse statistique concernant la 

corrélation entre les paramètres biologiques cellulaires et la capacité de sécrétion des 

protéoglycannes et les collagènes (Tableau 19). 

 
Tableau 16 : Corrélation entre les propriétés des CSM-GW en P0 et après décongélation 

    Nombre (x1000) de 
cellules congelées en fin 

de P0 

  
  
  

  
  

Nombre de jour passés 
en P0 

Régression bivariée Régression bivariée 

Moy/r*   P** Moy/r*  P** 

         
Tps dblemt P1 (h)   0,12   0,4532 

 
-0,17  0,2431 

Tps dblemt P2 (h)   -0,05   0,7312 
 

-0,17  0,2358 
Volume (mm³)   0,13   0,4069 

 
-0,19  0,1959 

SOX9/RP29 (x10000)   -0,14   0,3631 
 

-0,13  0,3670 

AGGR/RP29 (x10000)   -0,14   0,3631 
 

-0,16  0,2680 
COLL2T/RP29 
(x10000) 

  0,04   0,7901 
 

-0,11  0,4502 

Protéoglycannes (%)   -0,11   0,4927 
 

-0,02  0,9057 

Collagènes (%)   0,13   0,3949 
 

-0,06  0,6843 
            

* Moyenne par modalité pour variables qualitatives, coefficient de corrélation pour variables quantitatives 
**Test d'analyse de variance à un facteur si égalité des variances, test de Kruskal-Wallis sinon pour 
variables qualitatives, test de corrélation pour variables quantitatives 
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Tableau 17 : Corrélation entre le temps passé en congélation et les propriétés des CSM-GW après décongélation 

        < 800 jours     ≥ 800 jours     

  N=32 
 (64,0%) 

  N=18 
 (36,0%) 

N   %/Moy   ET* N   %/Moy   ET* P** 

              
Tps dblemt P1 (h)     32   88,31   73,99     18   84,20   78,97   0,8548 

Tps dblemt P2 (h)     32   70,87   31,23     18   63,26   18,66   0,3510 
Volume (mm³)     32   0,88   0,34     18   0,87   0,32   0,9056 
SOX9/RP29 (x10000)     31   0,59   0,97     17   0,91   1,37   0,3562 

AGGR/RP29 (x10000)     31   7,48   7,23     17   11,60   7,92   0,0744 
COLL2T/RP29 (x10000)     31   7,23   7,89     17   14,27   18,52   0,0713 
Protéoglycannes (%)     32   24,70   20,28     18   37,78   14,41   0,0198 
Collagènes (%)     32   90,28   7,97     18   77,06   13,74   <0,0001 
                                

* Ecart-type 
** Test issu d'un test de Student 

 

 

D. Prolifération 

Les cellules ont été ensemencées à 1 000 cellules/cm² et mises en culture dans des 

conditions d’hypoxie jusqu’à l’obtention de 80% de confluence. Le temps de doublement 

a été calculé à partir du nombre de jours passé en P1 et en P2 pour caractériser les capacités 

prolifératives des cellules. Le temps de doublement a diminué entre le passage 1 et 2 (86,8 

± 75h vs 68,1 ± 27,4h), de manière non significative (Figure 23). On peut cependant 

remarquer un rétrécissement de la répartition des échantillons. 

 

Figure 23 : Temps de doublement. Distribution des échantillons aux passages 1 et 2 
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Les analyses statistiques ont montré que le temps de doublement en P1 était influencé 

par le travail dirigé (défini par l’usage d’ocytocine synthétique en perfusion pendant le 

travail et/ou une rupture artificielle des membranes) après régression linéaire bivariée (50,0 

± 4,6h vs 99,8 ± 13,7h ; p = 0,0383) et par l’administration d’ocytocine après régression 

linaire multivariée (61,6 ± 5,2h vs 112,0 ± 19,5h ; p = 0,0159 – Figure 24). Ces deux 

facteurs induisent une diminution du temps de doublement. En revanche, ces facteurs 

n’influencent pas le temps de doublement en P2 (p = 0,3203 et 0,2157 respectivement en 

régression linéaire bivariée – Tableau 19).  

 

Figure 24 : Facteurs obstétricaux influençant le temps 
de doublement en P1 

* : p ≤ 0,05 en régression linéaire bivariée 
# : p ≤ 0,05 en régression linéaire multivariée 

 

Dans le but de l’utilisation des CSM-GW en ingénierie cellulaire, l’intérêt est de 

récolter des cellules avec une capacité proliférative optimale. En prenant en considération 

la répartition des échantillons, un seuil de temps de doublement en P1 à 100 h a été 

déterminé. Les deux groupes ainsi déterminés – inférieur ou supérieur à 100h de temps de 

doublement en P1 – montrent des différences significatives sur 5 facteurs obstétricaux, 

détaillés dans le tableau 18. De plus, il apparait que l’application de ce seuil impacte 

significativement le temps de doublement en P2 (p = 0,0084) et le volume des pellets formés 

lors de la différenciation chondrocytaire (p = 0,0174). 
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Tableau 18 : Différences entre les CSM-GW des groupes Temps de doublement 
P1 inférieur et supérieur à 100h 

    Total     P1 > 100h     P1 < 100h     

N= 50   N=12 
 (24,0%) 

  N=38 
 (76,0%) 

%/moy %/moy   %/moy   p* 

            
Semaines d'aménorrhées 39,38     37,92       39,85     0,0212 
Tabagisme 0,0313 

  Non 66,0     91,7       57,9       
  Oui 34,0     8,3       42,1       
Travail dirigé 0,0185 

  Non 74,0     100,0       65,8       
  Oui 26,0     0,0       34,2       
Syntocinon pendant le travail 0,0469 
  Non 50,0     75,0       42,1       

  Oui 50,0     25,0       57,9       
Poids du placenta (g) 535,02     481,92       552,24     0,0446 

Tps dblemt P2 (h) 68,13     85,94       62,51     0,0084 
Volume (mm³) 0,88     0,68       0,94     0,0174 
COMP/RP29 (x10000) 44,68     50,06       42,93     0,8091 

SOX9/RP29 (x10000) 1,37     2,36       1,05     0,1109 
Protéoglycannes (%) 29,41     20,50       32,22     0,0661 
Collagènes (%) 85,52     90,78       83,85     0,0842 

  
                      

* Test du Chi-2 pour variables qualitatives, test issu d'un test de Student pour les 
variables quantitatives 

 

Ainsi, sur les 50 cordons testés, la moitié provient de femmes ayant reçu du 

Syntocinon® pendant le travail. Sur ces 25 cordons, 57,9% sont dans le groupe inférieur à 

100h, alors que pour ceux n’ayant pas reçu de Syntocinon®, 75% sont dans le groupe 

supérieur à 100h (p = 0,0469). De même, 26% des cordons proviennent d’un accouchement 

lors duquel le travail a été dirigé ; tous font partie du groupe inférieur à 100h (p = 0,0185). 

Le temps de doublement en P2 est également influencé par certains facteurs 

obstétricaux : le poids de naissance ainsi que du placenta, une naissance à terme, le 

tabagisme maternel, l’absence de troubles néonataux et l’absence de prééclampsie ont un 

impact favorable sur le temps de doublement des CSM-GW en P2 (p ≤ 0,0482 en régression 

linéaire bivariée). En effet, l’augmentation du poids du nouveau-né et du placenta ainsi que 

du nombre de semaines d’aménorrhée diminuent le temps de doublement en P2 (Figure 

25). De même, la naissance à terme, l’absence de troubles néonataux et le tabagisme 

maternel réduisent le temps de doublement. Dans le cas de la prééclampsie, son apparition 

au cours de la grossesse détermine une augmentation du temps de doublement en P2 

(Figure 26). Ces résultats sont récapitulés dans le tableau 19. 
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Figure 25 : Facteurs quantitatifs ayant une influence sur le temps de doublement en P2 
* : p ≤ 0,05 en régression linéaire bivariée 

# : p ≤ 0,05 en régression linéaire multivariée 

 

Figure 26 : Facteurs qualitatifs ayant une influence sur le temps de doublement en P2 
* : p ≤ 0,05 en régression linéaire bivariée 
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E. Différenciation chondrocytaire 

L’influence des facteurs obstétricaux sur la différenciation chondrocytaire après 28 

jours d’induction a d’abord été étudiée au niveau macroscopique. La synthèse matricielle 

était évaluée grâce au volume des pellets ainsi que par coloration de lames d’histologie au 

Rouge Sirius et Bleu Alcian pour détecter respectivement les collagènes et les 

protéoglycannes. Parmi les facteurs obstétricaux influençant les temps de doublement, 

seuls deux ont un impact sur les critères macroscopiques de différenciation chondrocytaire 

(Figure 27) : le travail dirigé augmente la production de protéoglycannes dans la MEC (p 

= 0,0440 après régression linéaire bivariée) tandis que l’augmentation du poids du placenta 

induit une diminution de la synthèse des collagènes (p = 0,0212 après régression linéaire 

multivariée). L’analyse moléculaire de l’expression génique a été réalisée par PCR à la 

recherche des gènes Sox9, agrécanes et collagène 2 total – respectivement facteur de 

transcription spécifique du cartilage et protéines matricielles composant le cartilage. Les 

résultats montrent que le tabagisme maternel diminue la production du facteur de 

transcription Sox9 à 28 jours de différenciation chondrocytaire (p = 0,0367 après régression 

linéaire multivariée – Figure 27). Les autres facteurs obstétricaux influençant les temps de 

doublement n’ont pas d’impact sur la différenciation chondrocytaire (p ≥ 0,1106). 

 

Figure 27 : Impact des facteurs obstétricaux impliqués dans la prolifération cellulaire sur la différenciation chondrocytaire 
* : p ≤ 0,05 en régression linéaire bivariée 

# : p ≤ 0,05 en régression linéaire multivariée 

 

  



106 

 

Sept autres facteurs obstétricaux interfèrent avec les paramètres déterminant la 

différenciation chondrocytaire, qui n’influençaient pas les capacités prolifératives des 

cellules (p ≤ 0,0447 après régression linéaire bivariée ou p ≤ 0,0480 après régression 

linéaire multivariée). Pour la MEC, la production de collagène par les CSM-GW est 

augmentée lorsque le donneur est de sexe féminin, et diminuée lorsque le travail et 

l’accouchement se sont déroulés normalement. La synthèse de protéoglycannes est 

augmentée par l’hypertension artérielle pendant la grossesse et diminuée dans le cas d’une 

grossesse gémellaire. Le volume des pellets est augmenté par un travail et un accouchement 

normaux, et diminué par un travail long. L’expression relative des gènes Sox9 et Coll2 

total à J28 de la différenciation sont augmentés par un travail long et une grossesse normale. 

Aucun facteur obstétrical n’affecte positivement ou négativement l’expression génique des 

agrécanes. Ces résultats sont récapitulés dans le tableau 19. 
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Tableau 19 : Récapitulatif des facteurs influençant les capacités des CSM-GW 
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F. Discussion 

Grâce à leurs propriétés, les CSM-GW sont des cellules prometteuses pour l’avenir de 

la thérapie cellulaire et tissulaire. Dans le contexte des médicaments de thérapie innovante, 

il est encore nécessaire de définir des critères de production permettant de produire des lots 

cellulaires de qualité de manière reproductible. L’âge du donneur étant connu pour 

influencer l’expansion des CSM-MO, il était nécessaire de définir si les facteurs 

obstétricaux pouvaient influencer l’expansion et la différenciation des CSM-GW. Plusieurs 

études ont déjà démontré l’influence d’un à cinq facteurs obstétricaux sur les CSM-GW, 

mais cette étude est la première à étudier l’impact d’un large panel de facteurs sur la 

prolifération et la différenciation chondrocytaire. A cet effet, nous avons étudié l’impact 

de 27 facteurs obstétricaux relatifs à la mère et la grossesse, au travail et l’accouchement, 

ainsi qu’au nouveau-né. 

En raison des variations introduites par les méthodes d’isolement cellulaire et de 

cryoconservation, les paramètres de pré-décongélation ont également été pris en compte. 

Dans l’optique d’une utilisation thérapeutique planifiée, il est inévitable de traverser des 

stades de cryoconservation et de stockage en banque cellulaire. L’utilisation immédiate des 

cellules après décongélation permet d’avoir des CSM utilisables directement, supprimant 

un délai lié à l’expansion cellulaire. Cependant, la cryoconservation des cellules demeure 

un processus stressant pour les cellules et pourrait altérer leurs propriétés telles que la 

viabilité, le phénotype, les capacités prolifératives, de différenciation et 

immunomodulatrices. Ce travail montre que la viabilité après décongélation est supérieure 

à 90%, résultat en accord avec d’autres études récentes explorant l’utilisation de CSM 

cryoconservées (149–151). En revanche, nous mettons en évidence un temps de 

doublement en P1 parfois long et très variable selon les souches, comparé au temps de 

doublement en P2 (P1 = 86,8 ± 75h vs P2 = 68,1 ± 27,4h), ce qui suggère que les cellules 

congelées/décongelées ont un potentiel prolifératif diminué. En P1, 23,5% des souches 

présentaient un temps de doublement supérieur à 100h. Cependant, le temps de doublement 

diminue en P2, démontrant une amélioration des capacités prolifératives des cellules. La 

restauration des propriétés des CSM après 2 passages post-décongélation (fin de P2) a été 

confirmée par la vérification des critères ISCT, incluant le phénotype cellulaire, les 

capacités clonogéniques et de différenciation. Ainsi, un stade de culture semble utile pour 

rétablir la prolifération cellulaire. Le temps de doublement en P2 reste cependant 
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significativement augmenté lorsque le P1 est supérieur à 100h (p = 0,0084 – Tableau 18), 

suggérant que certaines modifications ne peuvent pas être totalement inversées par un 

passage. Différentes études montrent un effet controversé de la congélation des CSM. 

Plusieurs travaux montrent que la congélation n’altère pas les propriétés des CSM in vitro 

(150,152) ou les fonctionnalités des CSM utilisées immédiatement après décongélation in 

vivo (153), tandis que d’autres études montrent une réduction de la viabilité cellulaire 

(154), du potentiel prolifératif (155) et des capacités immunomodulatrices des CSM 

(151,154,155). A la lumière de ces travaux, il parait donc impératif d’effectuer un contrôle 

qualité complet des cellules après décongélation et de définir les facteurs capables de 

contrebalancer les dommages de la cryoconservation subis par les cellules. 

Les thérapies cellulaires et l’ingénierie tissulaire requièrent une grande quantité de 

cellules (156), et les CSM-GW, grâce à leurs hautes compétences prolifératives, sont des 

alternatives cruciales aux CSM-MO. De plus, le prélèvement des CSM-GW est indolore, 

non invasif et mène à l’isolement d’une quantité de cellules plus importante. Enfin, leurs 

capacités immunologiques plus larges en font les candidates idéales en thérapie 

allogénique. Cette étude montre que la prolifération des CSM-GW peut être améliorée en 

sélectionnant les cordons ombilicaux en fonction de certains facteurs obstétricaux. De 

manière intéressante, la prolifération des CSM-GW était influencée par différents facteurs 

en P1 et P2, suggérant une possible majoration des effets. En P1, deux facteurs diminuent 

significativement le temps de doublement cellulaire : le travail dirigé et l’administration 

d’ocytocine – Syntocinon® – pendant le travail (voir tableau 4 pour les définitions des 

facteurs obstétricaux). Ces facteurs semblent compenser les effets délétères de la 

congélation puisque le temps de doublement en P1 est fortement diminué dans le groupe 

Syntocinon® (Avec Syntocinon = 61,6 ± 5,2 h vs Sans Syntocinon = 112 ± 19,5 h). Le 

travail dirigé ayant été défini dans l’étude comme résultant de l’utilisation de Syntocinon® 

et/ou d’une rupture artificielle des membranes, ces deux facteurs sont en lien étroit. Le 

Syntocinon® est un ocytocique de synthèse de constitution et de propriétés 

pharmacologiques identiques à celle de l’hormone ocytocique, ou ocytocine. Cette 

hormone neuro-hypophysaire sécrétée dans l’hypothalamus a un rôle bien connu dans la 

contraction utérine, la sécrétion du lait maternel et les fonctions cardiovasculaires (157). 

Cette hormone est très fréquemment utilisée en obstétrique pour accélérer le travail et la 

naissance. Récemment, plusieurs études ont révélé un effet stimulateur de différentes doses 
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d’ocytocine sur la viabilité et la prolifération de CSM en P3 différenciées ou non (158–

160). Noiseux et al. démontrent que les CSM-MO expriment le récepteur à l’ocytocine, un 

récepteur couplé à la protéine G, capable d’activer une protéine kinase mitogène et donc 

d’induire la prolifération cellulaire (160). Dans notre étude, l’administration de 

Syntocinon® pendant le travail a pu améliorer la prolifération cellulaire directement après 

la décongélation. Cette hormone traverse la barrière placentaire par diffusion simple jusque 

dans le cordon ombilical (161) et pourrait alors interférer avec les propriétés des CSM-

GW. L’ocytocine a une demi-vie courte et son administration pendant le travail reste 

ponctuelle en comparaison de la durée de la grossesse, ce qui conduit à une imprégnation 

courte du cordon ombilical. Ceci pourrait expliquer pourquoi l’effet bénéfique de 

l’ocytocine n’est observé qu’en P1 et plus en P2. Le seuil de temps de doublement en P1 

inférieur à 100h permet de déterminer un groupe de CSM-GW plus intéressant pour 

l’ingénierie cellulaire, favorisé par le travail dirigé et l’administration d’ocytocine pendant 

le travail. De manière intéressante, d’autres facteurs permettent d’obtenir un P1 inférieur à 

100h, comme le nombre de semaines d’aménorrhées à la naissance, le tabagisme maternel 

et le poids du placenta, facteurs retrouvés comme impactant significativement le temps de 

doublement à P2. Ces 5 facteurs obstétricaux (Tableau 18) déterminant l’appartenance des 

CSM-GW à l’un des deux groupes permettent de faire le lien entre le P1 et le P2. Ainsi, 

même si les facteurs obstétricaux influençant ces deux passages sont différents, il apparait 

que des facteurs communs agissent sur les deux passages et l’appartenance au groupe de 

cellules plus prolifératives – P1 inférieur à 100 h (Tableau 19). De surcroit, l’application 

de ce seuil impacte significativement le temps de doublement en P2 (p = 0,0084, temps de 

doublement diminué par rapport au groupe P1 > 100h : 62,51h vs 85,94h) et le volume des 

pellets formés lors de la différenciation chondrocytaire (p = 0,0174, volume augmenté par 

rapport au groupe P1 > 100h : 0,94 mm 3 vs 0,68 mm3). Ces facteurs induisent donc des 

CSM-GW au potentiel prolifératif supérieur et une capacité de production de MEC 

améliorée. 

Les facteurs influençant la prolifération cellulaire à P2 sont le poids à la naissance, le 

nombre de semaines d’aménorrhée à la naissance, la naissance à terme, l’absence de 

troubles néonataux, le poids du placenta, le tabagisme maternel et l’absence de 

prééclampsie (Tableau 19). La plupart de ces facteurs sont liés au terme avec un impact 

positif significatif, ces résultats indiquent donc que la naissance à terme est un facteur 
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majeur améliorant la prolifération cellulaire des CSM-GW. Concernant l’impact négatif de 

la prééclampsie sur le temps de doublement en P2, une étude récente montre une diminution 

de la prolifération des CSM de la veine ombilicale suite à une prééclampsie précoce (162). 

Ce résultat est cohérent avec la naissance à terme puisqu’une mère déclarant une 

prééclampsie précoce atteint rarement le terme de la grossesse. Par conséquent, le cordon 

ombilical d’une grossesse avec prééclampsie ne devrait pas être prélevé. 

Notre étude montre que le tabagisme maternel a un impact positif sur la prolifération 

cellulaire et un impact négatif sur l’expression de Sox9 à 28 jours de différenciation 

chondrocytaire. Parmi les composants du tabac, la nicotine, grâce à sa composition 

liposoluble, traverse facilement le placenta (163) et pourrait interférer  avec les propriétés 

des CSM-GW. A cause de la pression sociale associée au tabagisme pendant la grossesse, 

il est possible que les femmes enceintes sous-estiment leur consommation, ce qui rend 

difficile une appréciation exacte de l’imprégnation tabagique et nicotinique des CSM-GW. 

De plus, le recueil de donné n’incluait pas la quantité de cigarette fumée par jour. Une 

étude récente montre que l’exposition prénatale à la nicotine induit une mauvaise qualité 

de cartilage articulaire (163). Ceci pourrait être en lien avec la diminution de l’expression 

de Sox9 pendant la différenciation chondrocytaire des CSM-GW issues de mères fumeuses. 

Plusieurs études ont évalué l’effet de l’apport de différentes doses de nicotine lors de la 

culture de CSM sur la prolifération et la différenciation chondrocytaire des cellules (164–

166). Deux études portant sur le rôle de la nicotine sur différents paramètres de la 

différenciation chondrocytaire n’ont montré d’impact que sur un marqueur – le collagène 

de type II pour l’une, les agrécanes pour l’autre (164,165). A propos de la prolifération, 

Ying et al. montrent que la nicotine est un facteur favorisant (164), tandis que Zeng et al. 

reportent une diminution de la prolifération des CSM-GW de manière dose dépendante 

(166). Une étude récente d’une équipe partenaire opérée sur les mêmes cellules que notre 

travail montre que l’ajout de nicotine n’a pas d’impact sur la viabilité cellulaire mais altère 

la prolifération et les capacités de différenciation des CSM-GW (167). En particulier, Yang 

et al. indiquent une diminution du nombre de cellules, une quantité de matrice colorée au 

bleu Alcian moindre ainsi qu’une diminution significative de l’expression des gènes Sox9, 

collagène 2 total et agrécanes dans le groupe traité à la nicotine. Ces résultats 

contradictoires proviennent peut-être de conditions expérimentales différentes, puisque les 

études in vivo explorent une longue imprégnation nicotinique tout au long de la grossesse 
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alors que les études in vitro résultent d’administrations ponctuelles. Contrairement à 

l’administration d’ocytocine, l’imprégnation tabagique se fait au long court ce qui pourrait 

expliquer pourquoi l’impact du tabagisme maternel est observé à P2. L’effet prolifératif du 

tabagisme maternel pendant la grossesse doit cependant être complété par une étude des 

propriétés fonctionnelles des CSM-GW. 

Nous avons évalué la différentiation chondrocytaire aux niveaux transcriptionnel et 

matriciel. Les critères de différentiation au niveau transcriptionnel étaient l’expression de 

Sox9, facteur de transcription spécifique de la différenciation chondrocytaire, des 

agrécanes et du collagène II total. L’analyse matricielle a reposé sur le volume des pellets 

et la présence de protéoglycannes et de collagènes en histologie. Les facteurs obstétricaux 

influençant la prolifération cellulaire n’ont pas montré d’impact significatif et global, 

positif ou négatif, sur la différenciation chondrocytaire. Par exemple, le travail dirigé qui 

améliore la prolifération cellulaire a un impact sur la synthèse matricielle de 

protéoglycannes, mais pas sur les autres marqueurs de différenciation chondrocytaire. Cet 

impact est limité à un seul critère de différenciation et ne peut mener à une conclusion sur 

la différenciation de manière globale. Ces résultats indiquent que les facteurs obstétricaux 

qui améliorent la prolifération cellulaire doivent être considérés pour l’expansion 

cellulaire. En outre, si le but final est l’ingénierie tissulaire du cartilage, ces facteurs 

obstétricaux peuvent être pris en compte. En effet, ils n’ont pas d’impact négatif sur la 

différenciation chondrocytaire et une phase d’expansion préalable à la phase de 

différenciation est nécessaire. Cependant, d’autres études montrent que la différenciation 

des CSM-GW est modulée par des facteurs obstétricaux impactant la prolifération 

cellulaire. L’ocytocine inhiberait la différentiation adipocytaire mais stimulerait les 

différenciations ostéocytaire, neuronale, et angiogéniques des CSM (158,159,168,169). Il 

a également été rapporté que la naissance à terme influencerait le potentiel ostéogénique 

des CSM-GW (36) et que la prééclampsie améliorerait l’expression de marqueurs 

neurogliaux (146). Comme indiqué dans le tableau 19, six autres facteurs obstétricaux 

influencent un ou deux marqueurs de différenciation chondrocytaire sans influencer la 

prolifération cellulaire. Leurs effets semblent limités et n’impactent pas la totalité des 

marqueurs de différenciation chondrocytaire. Dans la suite de ce travail, ces différents 

résultats ont été pris en compte pour l’utilisation des CSM-GW.  
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Ces résultats ont donné lieu à la publication d’un article dans la revue Stem Cell 
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J, Stoltz JF, Bensoussan D, Huselstein C, Reppel L. Umbilical cord-derived mesenchymal 

stromal cells: predictive obstetric factors for cell proliferation and chondrogenic 

differentiation. Stem Cell Res Ther. 2017;8(1):161. 
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II. Détermination des conditions optimales mimant un contexte inflammatoire in 

vitro 

Suite à leur activation, les lymphocytes T sécrètent des cytokines stimulantes. Ces 

cytokines sont principalement l’IFN-γ, l’IL-1α, l’IL-1β et le TNF-α. Dans le cadre de mises 

en situation in vitro, différents protocoles de stimulation sont décrits dans la littérature. 

Selon l’International Society for Cellular Therapy, l’IFN-γ seul suffit à stimuler les CSM 

et peut servir à induire un phénotype fonctionnel (11), cependant, cet effet est amplifié par 

le TNF-α. In vitro notamment, la suppression de la prolifération des lymphocytes T est plus 

importante lorsque les CSM sont « primées » avec de l’IFN-γ seul ou associé à du TNF-α 

(170–172). Des dosages de l’ordre de 10ng/mL d’IFN-γ  et 15 ng/mL de TNF-α pendant 

12 à 48h semblent adéquats pour activer les CSM (83,84,85). Différentes équipes ont 

montré des effets délétères de ces stimulations sur les CSM. En particulier, Liu et al. ont 

testé différentes doses d’IFN-γ et de TNF-α (de 10 à 200 ng/mL) et étudié la viabilité et  

l’apoptose cellulaire (173). Leurs résultats montrent une diminution du nombre de cellules 

vivantes après traitement avec une action synergique de l’IFN-γ et du TNF-α qui agiraient 

par la voie du Fas ligand. Li et al. ont travaillé sur des CSM-GW avec des doses d’IFN-γ 

à 50ng/mL et de TNF-α de 5 à 20 ng/mL. Leurs résultats montrent une augmentation d’IL-

6 et une diminution de la viabilité cellulaire lorsque les doses de TNF-α augmentent (174). 

Une troisième étude montre que le dosage d’IFN-γ et de TNF-α à 20 ng/mL permet 

d’augmenter la capacité des CSM de placenta à induire la différenciation de populations 

Treg et augmentent l’expression de PD-L2 par les CSM (175). Une étude récente de Leijs 

et al. montre l’effet d’une stimulation de CSM-MO en biomatériaux d’alginate pendant 

24h avec 50 ng/mL d’IFN-γ et 50 ng/mL de TNF-α (176). Les résultats d’analyses par PCR 

indiquent une augmentation de l’expression des molécules d’IL-6 et IDO, une diminution 

du TGF-β et une absence de variation de VEGF. Cependant, aucune analyse n’est effectuée 

sur les surnageants de culture. 

Dans le but d’une implantation in vivo, la culture des CSM-GW a été réalisée dans un 

biomatériau d’alginate/acide hyaluronique dont les propriétés mécaniques et supportrices 

de la différenciation ont été démontrées dans les travaux précédents de l’équipe (132). Cette 

culture a été réalisée sans apport de facteurs de croissance, afin de respecter les bonnes 

pratiques de laboratoire pour un usage clinique. Pour valider une méthode de culture en 

situation allogénique, les cellules ensemencées en biomatériaux ont été stimulées avec 
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différentes doses d’IFN-γ et de TNF-α de manière séparée ou combinée. La différenciation 

chondrocytaire a été validée à la lumière des travaux précédents de l’équipe. Cette étude 

s’est particulièrement focalisée sur l’impact des cytokines inflammatoires sur les cellules. 

Il était donc nécessaire de tester (i) si l’IFN-γ et/ou le TNF-α étaient en mesure de stimuler 

les CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA, (ii) le dosage le plus efficace au regard de la 

viabilité cellulaire et de la sécrétion de cytokines et (iii) si ce dosage pouvait avoir une 

influence sur la qualité de la différenciation chondrocytaire. 

 

A. Différenciation chondrocytaire 

La différenciation chondrocytaire des CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA sans 

apport de facteurs de croissance a été démontrée par Reppel et al. (132). Cette étude réalisée 

par notre équipe et à laquelle j’ai contribué reposait sur la fabrication des hydrogels 

d’Alg/HA par pulvérisation. Des analyses par cytométrie en flux, biologie moléculaire, 

histologie, immunofluorescence et immunohistochimie, ont montré que les CSM-GW sont 

capables d’initier une différenciation chondrocytaire en 28 jours. Brièvement, cette étude 

montre une diminution significative des marqueurs mésenchymateux par rapport aux CSM 

avant différenciation ainsi qu’une augmentation de l’expression relative des gènes Sox9, 

COMP, agrécanes et collagène 2 total (Figure 28). De plus, les analyses en microscopie 

montrent une synthèse matricielle péricellulaire et la présence, à J28 de la différenciation, 

de collagènes de type I et II, tandis que le collagène de type X est plus faiblement exprimé. 

Ces résultats sont en accord avec les analyses par cytométrie en flux et biologie 

moléculaire. 

Sur la base de ces travaux, la différenciation chondrocytaire a été menée dans les 

mêmes conditions à l’exception de la formation du biomatériau qui n’a pas été réalisée par 

pulvérisation mais par la formation de billes d’Alg/HA ensemencées avec des CSM-GW. 

La densité cellulaire à l’ensemencement est identique pour les deux techniques. 
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Figure 28 : Mise en évidence de la différenciation chondrocytaire des CSM-GW en biomatériaux d'Alg/HA (adapté 
de Reppel et al. 2015)  
A : Immunophénotypage par cytométrie en flux avant et après mise en biomatériaux montrant l’évolution de l’expression 
des marqueurs mésenchymateux pendant la différenciation chondrocytaire. Les résultats sont exprimés en moyenne et 
écart-type, N ≥ 3, *: p ≤ 0.05 **: p ≤ 0.01 ; *** : p ≤ 0.001 par rapport au résultat en monocouche. 
B : Expression relative des gènes spécifique du cartilage évaluée par RT-PCR pendant 28 jours de différenciation 
chondrocytaire. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type, N ≥ 3, **: p ≤ 0.01 par rapport au résultat à J3. 
COMP : cartilage oligo-matrix protein, COL : collagène.  
C : Synthèse matricielle à J28 de la différenciation chondrocytaire par immunofluorescence et immunohistochimie. 
Echelle = 100 µm. 
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a. Sans stimulation 

i. Histologie 

La différenciation chondrocytaire a été validée par histologie grâce à des colorations à 

l’HES, au bleu Alcian et au rouge Sirius. Ces colorations marquent respectivement les 

cellules et leurs organites, la présence de protéoglycannes et les collagènes. La figure 29 

présente des images de coupes colorées de billes d’Alg/HA ensemencées en CSM-GW à 

J30 de la différenciation chondrocytaire. Les images montrent, en coloration HES, la 

présence de cellules vivantes et de vacuoles péricellulaires dans les billes de biomatériaux, 

ainsi que la synthèse de protéoglycannes – coloration au bleu Alcian – et de collagènes – 

coloration au rouge Sirius – en périphérie des cellules. 

HES Bleu Alcian Rouge Sirius 

 

Figure 29 : Mise en évidence de la différenciation chondrocytaire en histologie  
La différenciation chondrocytaire des CSM-GW ensemencées en biomatériaux d’Alg/HA et non stimulées à l’IFN-γ et au 
TNF-α a été mise en évidence à J30 en histologie par des colorations à l’HES, au bleu Alcian et au rouge Sirius. Les 
images montrent une sécrétion matricielle péricellulaire en faveur de la différenciation chondrocytaire.  
N=3, seule une expérimentation est montrée ici ; objectif x40 ; échelle = 100 µm. 

 

ii. Cytométrie en flux 

La différenciation chondrocytaire a également été validée en cytométrie en flux par 

marquage des collagènes I et II. Le collagène I est sécrété par les CSM-GW non 

différenciées tandis que le collagène II est sécrété par les CSM du stade de 

chondroprogéniteur jusqu’au stade du chondrocyte. Dans notre travail, les CSM-GW en 

début de différenciation chondrocytaire en biomatériaux d’Alg/HA ainsi qu’à J30 ont été 

marquées par des anticorps anti-collagènes I et II et analysées en cytométrie en flux. Les 

résultats sont montrés en ratio d’intensité moyenne de fluorescence sur la figure 30. On 

peut observer une diminution de l’expression du collagène I par les CSM-GW entre J9 et 

J30 de la différenciation chondrocytaire (33,5 ± 4,5 vs 20,5 ± 1,2). A l’inverse, les CSM-
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GW à J30 semblent exprimer plus de collagène de type II qu’à J9 (16,1 ± 2 vs 12,45 ± 0,45) ; 

cependant, cette différence n’est pas significative. 

 

b. Avec stimulation 

L’IFN-γ et le TNF-α ont été utilisés pour stimuler les cellules, seuls, à des doses comprises 

entre 0 et 100ng/mL, ou en double stimulation, à des doses comprises entre 0 et 30 ng/mL. Chaque 

stimulation a été effectuée pendant 48h à différents temps de la différenciation (J7, J14 et J28). 

L’impact des stimulations à l’IFN-γ et/ou au TNF-α sur la différenciation chondrocytaire 

a été évalué en histologie par des colorations à l’HES, au bleu Alcian et au rouge Sirius. 

Toutes les conditions de stimulation ont été testées, sans qu’aucune différence ne soit 

observable au niveau de la morphologie des cellules ou de leur synthèse matricielle 

(Figures 31, 32 et 33). 

Figure 30 : Expression des collagènes de type I et II par les CSM-GW à J9 et J30 de la différenciation chondrocytaire 
Les cellules ensemencées en biomatériaux d’Alg/HA ont été isolées et analysées par cytométrie en flux à J9 et J30 de la 
différenciation. Les résultats montrent que les cellules expriment moins de collagène de type I à J30 par rapport à J9, 
tandis que l’expression de collagène II semble augmenter. Toutefois, ces différences ne sont pas statistiquement 
significatives. Les résultats sont exprimés en ratio d’intensité moyenne de fluorescence pour chacun des marqueurs, N=3. 
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Figure 31 : Comparaison histologique de l'impact des stimulations sur la différenciation chondrocytaire – coloration 
à l’HES  
L’impact des différentes doses de stimulations à l’IFN-γ et au TNF-α sur le comportement des CSM-GW ensemencées en 
biomatériaux d’Alg/HA a été évalué à J30 en histologie par coloration à l’HES. Les images ne semblent pas montrer de 
différences entre les cellules non stimulées et les stimulations à l’IFN-γ et au TNF-α, quelles que soient les doses utilisées. 
N=3, seule une expérimentation est présentée ici ; objectif x40 ; échelle = 100 µm. 

 

Figure 32 : Comparaison histologique de l’impact des stimulations sur la différenciation chondrocytaire - coloration 
au bleu Alcian  
L’impact des différentes doses de stimulations à l’IFN-γ et au TNF-α sur le comportement des CSM-GW ensemencées en 
biomatériaux d’Alg/HA a été évalué à J30 en histologie par coloration au bleu Alcian. Les images ne semblent pas montrer 
de différences entre les cellules non stimulées et les stimulations à l’IFN-γ et au TNF-α, quelles que soient les doses 
utilisées. 
N=3, seule une expérimentation est présentée ici ; objectif x40 ; échelle = 100 µm. 
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Figure 33 : Comparaison histologique de l'impact des stimulations sur la différenciation chondrocytaire - coloration 
au rouge Sirius  
L’impact des différentes doses de stimulations à l’IFN-γ et au TNF-α sur le comportement des CSM-GW ensemencées en 
biomatériaux d’Alg/HA a été évalué à J30 en histologie par coloration au rouge Sirius. Les images ne semblent pas 
montrer de différences entre les cellules non stimulées et les stimulations à l’IFN-γ et au TNF-α, quelles que soient les 
doses utilisées.  
N=3, seule une expérimentation est présentée ici ; objectif x40 ; échelle = 100 µm. 
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B. Viabilité 

La viabilité des cellules a été évaluée par cytométrie en flux à l’aide d’un test de 

viabilité, apoptose, nécrose. Les viabilités retrouvées pour les stimulations simples n’ont 

montré aucune différence entre les dosages et les temps de stimulation (résultats non 

montrés). Les viabilités obtenues en double stimulation sont montrées par la figure 34. A 

J9, la double stimulation semble diminuer la viabilité cellulaire par rapport au contrôle non 

stimulé et à la stimulation simple ; cependant, cet effet n’est significatif que pour la 

stimulation au dosage d’IFN-γ = 20 ng/mL (p < 0,05). Aux autres temps, l’ajout d’IFN-γ 

et/ou de TNF-α ne semble pas avoir d’impact sur la viabilité des CSM-GW par rapport aux 

cellules non stimulées. Les résultats montrent également une augmentation significative de 

la viabilité des cellules stimulées à l’IFN-γ + TNF-α au cours du temps entre le J9 et le J30 

(pIFN10 < 0,05 ; pIFN20 < 0,001 ; pIFN30 < 0,01). Lors de la stimulation simple, cet effet est 

significatif entre J16 et J30 (p < 0,05). Concernant l’apoptose et la nécrose, les cellules 

mortes étaient très majoritairement en apoptose à J9 et J16, tandis qu’à J30, la quantité de 

cellules nécrotiques était équivalente à celle des cellules en apoptose (résultats non 

montrés). 

  

Figure 34 : Viabilité cellulaire en fonction du temps et de la stimulation  
Les cellules en biomatériaux d’Alg/HA ont été stimulées par différentes doses d’IFN-γ et de TNF-α à 
différents temps de la différenciation chondrocytaire. L’impact de cette stimulation sur la viabilité 
cellulaire a été évalué par cytométrie en flux. Les résultats sont présentés en moyenne + écart type. A J9, 
la viabilité est diminuée de manière non significative en double stimulation par rapport aux cellules non 
stimulées. Cet effet n’est plus retrouvé lors des temps suivants. Les résultats sont exprimés en moyenne 
et écart-type, N=3, *: p ≤ 0.05 **: p ≤ 0.01 ; *** : p ≤ 0.001 ; IFN = Interféron-γ ; TNF = Tumor Necrosis 
Factor-α 
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C. Sécrétion de facteurs solubles 

La sécrétion de facteurs solubles par les CSM-GW durant la différenciation, avec ou 

sans stimulation, a été évaluée par ELISA à la recherche des cytokines IL-6, IL-10, TGF-

β, des facteurs de croissance HGF et VEGF et du facteur soluble PGE-2. Les sécrétions 

d’IL-10 et HGF des CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA sont en dessous du seuil de 

détection des tests ELISA utilisés, même avec les échantillons purs. Cependant, des tests 

effectués au laboratoire par une méthode en cytométrie en flux ont permis de quantifier ces 

sécrétions et ces résultats seront montrés dans la partie suivante. 

La sécrétion d’IL-6 (Figure 35) par les CSM non stimulées ne varie pas au cours du 

temps. La monostimulation n’induit pas de réponse des cellules au contraire de la 

stimulation double qui provoque une augmentation la sécrétion à J9 (valeurs stimulées 9 

fois plus importantes que sans stimulation). Cet effet tend à diminuer au cours de la 

différenciation et est significatif à J30 (moyennes des stimulations : J9 = 7 808 ± 1 830 

pg/mL ; J16 = 5 404 ± 1 133 pg/mL ; J30 = 2 019 ± 550 pg/mL). 

 

 

Figure 35 : Influence des différentes stimulations sur la sécrétion d'IL-6 par les CSM-GW en cours de différenciation 
Après ensemencement des CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA sous forme de billes, les cellules ont été stimulées avec 
différentes doses d’IFN-γ et TNF-α à différents temps de la différenciation. Après 48h de stimulation, les surnageants de 
culture ont été prélevés et analysés par test ELISA. Les résultats montrent une augmentation de la sécrétion d’IL-6 lors 
de la double stimulation par rapport à la stimulation simple, ainsi qu’une diminution de la sécrétion d’IL-6 au cours du 
temps, quelles que soient les doses d’IFN- γ combiné au TNF-α utilisées. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-
type, N=3, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001. NS = non stimulé ; IL-6 = Interleukine 6 ; IFN = Interféron-γ ; TNF 
= Tumor Necrosis Factor-α. 
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La sécrétion de TGF-β (Figure 36) par les CSM non stimulées ne varie pas de manière 

significative au cours du temps (1 269 ± 44,3 pg/mL). Les monostimulations semblent 

induire une baisse de la sécrétion de TGF-β sans interférence du temps de différenciation. 

En revanche, la double stimulation ne provoque pas de variation significative (moyennes 

des stimulations : J9 = 1 216 ± 45,4 pg/mL ; J16 = 950 ± 35 pg/mL ; J30 = 921 ± 77,2 pg/mL). 

 

  

Figure 36 : Influence des différentes stimulations sur la sécrétion de TGF-β par les CSM-GW en cours de 
différenciation 
Après ensemencement des CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA sous forme de billes, les cellules ont été stimulées avec 
différentes doses d’IFN-γ et TNF-α à différents temps de la différenciation. Après 48h de stimulation, les surnageants de 
culture ont été prélevés et analysés par test ELISA. Les résultats ne montrent pas de bénéfices de la stimulation sur la 
sécrétion de de TGF-β au cours du temps, quelles que soient les doses d’IFN- γ combiné au TNF-α utilisées. Les résultats 
sont exprimés en moyenne et écart-type, N=3, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001. NS = non stimulé ; IFN = Interféron-
γ ; TNF = Tumor Necrosis Factor-α. 
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La sécrétion de PGE-2 (Figure 37) par les CSM non stimulées ne varie pas 

significativement au cours du temps (776 ± 61,1 pg/mL). La monostimulation au TNF-α 

induit une augmentation statistiquement significative à J9 (3 587 ± 325 pg/mL) et J16 (2 827 

± 105 pg/mL). Cet effet n’est plus visible à J30 (674 ± 70,8 pg/mL). La monostimulation à 

l’IFN-γ n’induit pas de réponse des cellules quel que soit le temps de différenciation. De 

même que pour la stimulation au TNF-α seul, la double stimulation induit une 

augmentation de la sécrétion de PGE-2 diminuant au cours du temps de différenciation, 

mais dans une proportion moindre (moyennes des stimulations à J9 : monostimulation 

TNF-α = 3 587 ± 325 pg/mL ; double stimulation = 2 302 ± 56,7 pg/mL). 

 

 

  

  

Figure 37 : Influence des différentes stimulations sur la sécrétion de PGE-2 par les CSM-GW en cours de 
différenciation 
Après ensemencement des CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA sous forme de billes, les cellules ont été stimulées avec 
différentes doses d’IFN-γ et TNF-α à différents temps de la différenciation. Après 48h de stimulation, les surnageants de 
culture ont été prélevés et analysés par test ELISA. Les résultats montrent une augmentation de la sécrétion de PGE-2 
plus importante en stimulation au TNF seul. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type, N=3, * p ≤ 0.05, ** p 
≤ 0.01, *** p ≤ 0.001. NS = non stimulé ; IFN = Interféron-γ ; TNF = Tumor Necrosis Factor-α. 
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La sécrétion de VEGF (Figure 38) par les CSM non stimulées diminue au cours du 

temps (J9 = 2 711 ± 167 pg/mL ; J16 = 1 027 ± 337 pg/mL ; J30 = 685 ± 502 pg/mL) et ce, 

dès J16, de manière significative (p < 0,05). La monostimulation comme la double 

stimulation induisent une chute de la sécrétion de VEGF par les CSM-GW à J9 de la 

différenciation chondrocytaire. En monostimulation, cet effet est retrouvé jusqu’à la fin de 

la différenciation chondrocytaire alors qu’il semble s’inverser à J30 en double stimulation. 

Toutefois, les écarts-types des résultats sont élevés, indiquant une forte disparité des 

capacités sécrétoires des souches testées. 

 

 

 

  

Figure 38 : Influence des différentes stimulations sur la sécrétion de VEGF par les CSM-GW en cours de 
différenciation 
Après ensemencement des CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA sous forme de billes, les cellules ont été stimulées avec 
différentes doses d’IFN-γ et TNF-α à différents temps de la différenciation. Après 48h de stimulation, les surnageants de 
culture ont été prélevés et analysés par test ELISA. Les résultats montrent que la sécrétion de VEGF des CSM-GW non 
stimulées diminue au cours du temps de même qu’avec une stimulation à l’IFN-γ et/ou au TNF-α. Cet effet est 
particulièrement visible à J9. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type, N=3, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01. NS = 
non stimulé ; IFN = Interféron-γ ; TNF = Tumor Necrosis Factor-α. 
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D. Discussion 

La validation de la méthode de culture en situation inflammatoire a été réalisée, sur les 

cellules ensemencées en biomatériaux, après stimulation par différentes doses d’IFN-γ et 

de TNF-α de manière séparée ou combinée. Trois critères ont été évalués, la viabilité 

cellulaire, la sécrétion des principaux effecteurs de l’immunomodulation médiée par les 

CSM et la différenciation chondrocytaire. La viabilité cellulaire n’est pas affectée par la 

stimulation à l’IFN-γ/TNF-α, double ou simple, sauf à J9 de la différenciation 

chondrocytaire en stimulation double où elle diminue de moitié. La sécrétion de cytokines 

par les CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA non stimulées varie peu au cours du temps 

sauf pour le VEGF qui diminue. La stimulation par IFN-γ/TNF-α provoque une franche 

augmentation de la sécrétion de PGE-2 et IL-6 à J9, bien que la sécrétion de PGE-2 soit 

encore supérieure en stimulation simple au TNF-α. Cependant, cet impact de la stimulation 

sur la production d’IL-6 et de PGE-2 diminue au cours de la différenciation chondrocytaire. 

La sécrétion de TGF-β ne montre aucune variation, que ce soit au cours du temps ou selon 

les stimulations utilisées. La sécrétion de VEGF quant à elle est diminuée d’environ 2,5 

fois à J9 de la différenciation chondrocytaire, en stimulation simple et double. Cet effet 

diminue au cours de la différenciation et n’est plus visible à J30. La différenciation 

chondrocytaire n’est pas modifiée par les stimulations. 

L’induction de la différenciation chondrocytaire est démontrée par différentes 

méthodes : cytométrie en flux, biologie moléculaire, immunofluorescence, 

immunohistochimie et histologie. Elle est réalisée sans apport de facteurs de croissance 

afin que le procédé soit aisément transposable dans des conditions de grade clinique. 

L’hydrogel d’alginate utilisé est un polysaccharide naturel biocompatible qui créé une 

microstructure poreuse. Cet environnement est viable pour les cellules et représente une 

matrice 3D propice à la différenciation chondrocytaire (177). L’expression des marqueurs 

mésenchymateux avant et après la mise en biomatériaux d’Alg/HA a été détectée par 

cytométrie en flux. Le marqueur CD73 a un rôle régulateur de contrôle de la différenciation 

chondrocytaire via des mécanismes impliquant l’adénosine (178). Le CD105, une molécule 

d’adhésion et un composant du récepteur au TGF-β (179), est également un marqueur du 

potentiel chondrogénique des cellules (180). Nos résultats montrent une très haute 

expression des marqueurs mésenchymateux CD73, CD90 et CD105 par les CSM-GW en 

monocouche, ce qui est en faveur d’un bon potentiel de différenciation chondrocytaire. 
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Lors de la différenciation, le marqueur CD73 reste élevé tandis que CD90 et 105 diminuent. 

En parallèle, l’expression du collagène de type I a tendance à baisser au cours de la 

différenciation. Le collagène de type I, largement présent dans la matrice ombilicale, est 

sécrété par les CSM, mais également par les cellules engagées dans la différenciation 

chondrogénique (181). Ces résultats sont concordants avec plusieurs études sur les CSM 

d’origine diverses (178,180,182,183) et montrent une perte du caractère indifférencié des 

CSM-GW – diminution de CD90, CD105 et coll I – ainsi qu’une orientation vers la voie 

chondrocytaire – maintien de l’expression de CD73. Cet engagement vers la voie 

chondrocytaire a été confirmé par les analyses de biologie moléculaire réalisées en amont 

dans une étude de Reppel et al (132). En effet, l’expression du facteur de transcription 

Sox9, spécifique de la chondrogenèse, est fortement augmentée entre J3 et J28 de la culture 

en biomatériaux d’Alg/HA (p < 0,01). La synthèse matricielle des CSM-GW en cours de 

différenciation y est également démontrée par biologie moléculaire et en microscopie. La 

matrice du cartilage hyalin est composée de plusieurs molécules spécifiques assurant un 

maillage dont le rôle est de garantir les propriétés fonctionnelles et la résistance du tissu. 

Les principales molécules composant cette matrice ont été recherchées dans l’étude de 

Reppel et al. : COMP, agrécanes et collagène II total. Les résultats montrent une 

augmentation statistiquement significative des transcrits relatifs au cartilage. Ces résultats 

sont cohérents avec d’autres études menées sur des CSM différenciées avec apport de 

facteurs de croissance (184,185), bien que dans nos conditions de culture, la différenciation 

chondrogénique soit guidée par la nature du biomatériau et non par apport de facteurs de 

croissance. Les contrôles de synthèse de collagène de type X en immunofluorescence et 

immunohistochimie valident la méthode de différenciation en montrant que les CSM-GW 

différenciées ne sont pas au stade trop avancé du chondrocyte hypertrophique. L’impact de 

la stimulation par IFN-γ/TNF-α sur la différenciation chondrocytaire des CSM est très peu 

décrit dans la littérature. Nos résultats en histologie ne montrent pas de différence 

significative sur la synthèse matricielle des CSM-GW en cours de différenciation, quelles 

que soient les doses d’IFN-γ et de TNF-α utilisées. En revanche, une étude menée chez le 

cheval fait état d’une diminution de l’expression de Sox9, du collagène de type II et des 

agrécanes par les CSM de liquide synovial en présence d’IFN-γ ou de TNF-α (186). Au-

delà de la différence d’espèce, les conditions de stimulation des cellules sont très 

différentes de celles utilisées dans notre travail, puisque les cellules étaient stimulées par 

100 ng/mL d’IFN-γ ou 10 ng/mL TNF-α, tout au long de la différenciation. Il est probable 
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que le temps de stimulation de 48h soit court en regard du temps de différenciation – 9, 14 

ou 28 jours – et ne permette pas d’impacter négativement la synthèse matricielle. 

Plusieurs études ont évalué la viabilité des CSM-GW en biomatériaux d’alginate. Si 

les procédés sont sensiblement différents, les conclusions sont unanimes sur la qualité de 

l’alginate pour garantir la viabilité cellulaire (187–190). Dans nos conditions de culture, la 

viabilité cellulaire est diminuée à J9, principalement du fait de la technique de mise en 

biomatériaux des cellules. En effet, d’autres résultats montrent que la viabilité des cellules 

en biomatériaux d’Alg/HA après stérilisation par autoclave est diminuée à J3 par rapport à 

la viabilité en monocouche, avec une amélioration progressive au cours de la 

différenciation (130). Ces observations ont été retrouvées au sein du laboratoire et publiées 

dans un récent article comparant le comportement cellules en fonction de la méthode de 

stérilisation de l’Alg/HA (121). Elles peuvent également être expliquées par les traitements 

subis par les cellules : trypsine, formation des hydrogels, polymérisation en bain de 

calcium. La méthode de formation des hydrogels d’Alg/HA impacte la viabilité cellulaire, 

comme nous l’avons montré dans notre étude publiée en 2015. Il existe une différence de 

viabilité des CSM-MO entre la méthode en spray et la méthode des billes, au bénéfice de 

la méthode de formation d’hydrogels en billes (132). Au-delà de la viabilité cellulaire au 

sein du biomatériau, notre hypothèse était d’élucider l’impact de la stimulation par IFN-

γ/TNF-α sur les cellules encapsulées. A l’exception de J9 en stimulation à l’IFN- γ au 

dosage de 20 ng/mL avec différentes doses de TNF-α, les doses utilisées ne modifient pas 

la viabilité cellulaire de manière significative par rapport au contrôle non stimulé de chaque 

temps. Les seules différences visibles concernent des temps différents, alors que nous 

venons de montrer que la viabilité des cellules augmente au cours de la différenciation. 

Cette variation ne peut donc pas être attribuée à la seule stimulation à l’IFN-γ/TNF-α. 

Cependant, certaines études montrent une baisse de la viabilité des CSM lors d’une 

stimulation avec ces cytokines pro-inflammatoires (173–175). Si les doses utilisées sont 

proches, ces études résultent de la stimulation des cellules en monocouche, tandis que nous 

avons utilisé des billes d’Alg/HA qui peuvent avoir diminué la quantité de cytokines 

effectivement en contact des cellules. 

Les CSM sécrètent des facteurs solubles qui leur permettent d’interagir avec le système 

immunitaire. Bien que réalisées, les analyses de la sécrétion d’HGF par les CSM-GW n’ont 

malheureusement pas conduit à des résultats interprétables. La technique ELISA que nous 
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avons utilisée pour l’IL-10 n’a pas permis sa quantification au cours de la culture en billes 

d’Alg/HA pour chacune des stimulations testées, en raison d’une sécrétion hors gamme 

inférieure, même avec une utilisation des surnageants de culture purs. D’autres tests ont 

permis de détecter cette interleukine en CMF, et confirment qu’elle est sécrétée en quantité 

faible. Ces résultats seront montrés et discutés dans la partie suivante. La sécrétion d’IL-6 

est fortement augmentée par la stimulation double et cet effet est visible jusqu’à J16 de la 

différenciation. Ce profil sécrétoire est également retrouvé pour la PGE-2. Bien que la 

stimulation simple au TNF-α soit suffisante pour induire la sécrétion de PGE-2, la double 

stimulation IFN-γ/TNF-α est particulièrement efficace pour stimuler la sécrétion combinée 

d’IL-6 et de PGE-2. Ces deux cytokines ont un rôle fondamental dans l’immunomodulation 

médiée par les CSM-GW (191) ; en effet, l’IL-6 empêche la maturation des cellules 

dendritiques et par conséquent le priming des lymphocytes T naïfs (78,192), tandis que la 

PGE-2 provoque la sécrétion d’IL-10 par les macrophages (86) tout en inhibant la sécrétion 

d’IFN-γ par les lymphocytes T (193). La sécrétion de TGF-β ne varie ni au cours du temps 

de différenciation, ni selon la stimulation. Seule la stimulation à l’IFN-γ à J9 est réduite par 

rapport au contrôle. Le TGF-β interagit avec les cellules immunitaires et particulièrement 

les lymphocytes T et les cellules dendritiques. Les lymphocytes T prolifèrent moins et ne 

sécrètent plus d’IFN-γ. En parallèle, les cellules dendritiques expriment moins de 

molécules de costimulation et de CMH de classe II, tout en sécrétant moins de TNF-α, ce 

qui diminue également leurs possibilités d’activer les lymphocytes T (194). Le TGF-β 

favorise également l’émergence et la survie des lymphocytes T régulateurs (195). Selon les 

études, les doses immunologiquement actives de TGF-β varient entre 100 et 10 000 pg/mL 

(196–198). Bien que non modifiée par l’IFN-γ/TNF-α, la sécrétion de TGF-β dans nos 

échantillons se situe entre 157 et 2 428 pg/mL avec une médiane à 1 011 pg/mL, ce qui 

semble suffisant pour agir sur les cellules immunitaires. La sécrétion de VEGF est 

largement diminuée par la stimulation par IFN-γ/TNF-α, en stimulation simple ou double. 

Nous n’avons pas trouvé d’autres études confirmant ce résultat, la sécrétion de VEGF étant 

rarement quantifiée, particulièrement lors d’une différenciation des CSM ou bien d’une 

stimulation de celles-ci par IFN-γ/TNF-α. Le VEGF a démontré dans plusieurs études ses 

capacités de réparation tissulaire et de modulation de l’inflammation (176,199–201). En 

revanche, Marsano et al. montrent que le blocage de sa sécrétion par des CSM-MO en 

culture en pellets induit une différenciation chondrocytaire spontanée améliorée (202). De 

plus, la constitution d’une MEC par les chondrocytes induit un environnement anti-
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angiogénique (104,105). Cet impact de la stimulation par IFN-γ/TNF-α pourrait en 

définitive être bénéfique pour la différenciation chondrocytaire des CSM-GW en 

biomatériaux d’Alg/HA. De même, la diminution de l’expression basale de VEGF pourrait 

être un contrôle de la différenciation chondrocytaire des CSM-GW, d’autant plus que ce 

facteur de croissance est exprimé par les chondrocytes hypertrophiques (203). En 

conclusion, la stimulation par IFN-γ/TNF-α est possible sur les CSM-GW en biomatériaux 

d’Alg/HA et permet l’induction d’une sécrétion cytokinique variée favorable aux 

propriétés immunomodulatrices des CSM-GW, ainsi que de leur différenciation 

chondrocytaire. Cet effet diminue au cours de la différenciation chondrocytaire. 

La littérature fait état de l’utilisation de plusieurs profils de stimulation des CSM par 

des cytokines pro-inflammatoires, que ce soit pour une stimulation in vitro ou bien pour 

« primer » les CSM avant contact avec des cellules immunitaires. Si l’IFN-γ devrait suffire 

à cette stimulation, nous pouvons constater que la plupart des équipes choisissent d’utiliser 

une cytokine supplémentaire – parfois l’IL-1β, beaucoup plus souvent le TNF-α. Les 

dosages utilisés varient en général entre 10 et 50 ng/mL, pendant 12 à 48h. Nous avons 

choisi de tester un panel de profils de sécrétion à l’IFN-γ et au TNF-α pendant 48h, à 

différents temps de la différenciation chondrocytaire. Dans le but d’une production de 

CSM-GW selon les bonnes pratiques de laboratoires pour les préparations à usage clinique, 

l’ISCT a dressé une liste de critères permettant de comparer les propriétés immunitaires 

des CSM (12). Dans ce cadre, notre étude permet de connaitre les conditions de priming 

des CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA et en conditions de différenciation 

chondrocytaire. Nos résultats montrent l’intérêt de la double stimulation qui est 

indiscutable au regard du panel de sécrétion cytokinique qu’elle engendre et n’est délétère 

ni pour la viabilité cellulaire, ni pour la différenciation chondrocytaire. Cependant, il 

n’existe pas de différence évidente entre les différentes combinaisons de doses de ces 2 

cytokines. Une équipe avec laquelle nous avons travaillé et publié un article a testé le 

comportement de CSM adultes (MO et tissu adipeux) avec une stimulation par IFN-γ/TNF-

α de 20 et 30 ng/mL (204). Afin de pouvoir comparer nos résultats sur les CSM-GW à ceux 

obtenus par cette équipe avec les CSM-adultes, nous avons finalement choisi d’utiliser ce 

même profil de stimulation. 
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III. Evaluation des propriétés immunomodulatrices des CSM-GW au cours de la 

différenciation chondrocytaire 

La suite de ce travail analyse les propriétés des CSM-GW durant la différenciation 

chondrocytaire avec et sans stimulation à 20 ng/mL d’IFN-γ et 30 ng/mL de TNF-α, ou 

bien en situation allogénique. 

A. Caractérisation des CSM-GW pendant la différenciation chondrocytaire : 

phénotype et profil sécrétoire 

a. HLA-DR et marqueurs de costimulation 

L’expression d’HLA-DR par les cellules non stimulées au cours du temps est 

inférieure à 1,5%. Avec stimulation, à J9, 6 ± 3% des cellules expriment HLA-DR, tandis 

qu’à J30, ce pourcentage est de 3,4 ± 1,1%. Cependant, quels que soient le temps et la 

stimulation, le ratio d’intensité moyenne de fluorescence reste inférieur à 1,47 (Figure 39 

– Tableau 20). CD80 est exprimé au maximum à J0 par 2,7 ± 0,7% des cellules, avec un 

ratio d’intensité moyenne de fluorescence de 1,97. CD86 est exprimé à J0 par 1,6 ± 0,3% 

des cellules.  A J9 de la différenciation chondrocytaire, les cellules expriment CD86, avec 

ou sans stimulation à l’IFN-γ/TNF-α, à plus de 24% (CD86-J9
Non Stimulé = 30,4 ± 9,38 %, 

CD86-J9
Stimulé = 24,3 ± 5,97 %). A J30, cette expression diminue (CD86-J30

Non Stimulé = 5,8 

± 3,2 %, CD86-J30
Stimulé = 7,3 ± 4,9 %). La différence d’expression de CD86 entre les 

cellules stimulées ou non à J9 n’est pas significative (p > 0,05) ; en revanche, les différences 

d’expression entre J0 et J9 pour les cellules non stimulées, ainsi qu’entre J9 et J30 pour les 

cellules stimulées ou non sont statistiquement significatives (p < 0,05). Toutefois, les ratios 

d’intensité moyenne de fluorescence restent faibles voire négatifs selon un seuil de 

positivité à 2 (Tableau 20). Lors de l’expansion en monocouche, 21 ± 11,8 % des CSM-

GW non stimulées expriment CD40 – Figure 39. En biomatériaux d’Alg/HA sans 

stimulation, cette proportion diminue dès J9 (CD40-J9
Non Stimulé = 3,6 ± 0,8 et CD40-J30

Non 

Stimulé = 1,4 ± 0,3). En revanche, la stimulation par IFN-γ/TNF-α induit l’expression de 

CD40 lors de la différenciation chondrocytaire à J9 comme J30 (CD40-J9
Stimulé = 17,5 ± 8,71 

%, CD40-J30
Stimulé = 14,8 ± 6,9 %, p > 0.05). Cependant, aucune différence de l’expression 

de CD40 par les CSM-GW en monocouche ou en cours de différenciation n’est 
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significative. De plus, les intensités moyennes de fluorescence sont négatives ou proches 

de 2 (Tableau 20). 

 

 

Tableau 20 : Ratio d’intensités moyennes de fluorescence d'HLA-DR et des marqueurs de costimulation par rapport 
au contrôle en fonction du temps et de la stimulation  
NS = Non Stimulé ; S = Stimulé avec 20 ng/mL d’IFN- γ et 30 ng/mL de TNF- α  
Les analyses statistiques ont comparé toutes les colonnes entre elles. 

 J0 J9 NS J9 S J30 NS J30 S p 
HLA-DR 1,03 ± 0,09 1,01 ± 0,03 1,47 ± 0,23 1,17 ± 0,15 1,4 ± 0,28 > 0,05 

CD40 2,24 ± 0,56 1,33 ± 0,18 2,01 ± 0,7 1,04 ± 0,14 2,06 ± 0,6 > 0,05 
CD80 1,79 ± 0,34 1,42 ± 0,13 1,68 ± 0,28 0,92 ± 0,2 1,27 ± 0,34 > 0,05 
CD86 1,18 ± 0,18 2,9 ± 0,47 2,95 ± 0,4 1,89 ± 0,44 1,68 ± 0,39 > 0,05 

 

  

Figure 39 : Expression d'HLA-DR, CD40 et des molécules de costimulation en fonction du temps et de la stimulation 
Lors de la différenciation chondrocytaire, les CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA ont été stimulées ou non avec 20 
ng/mL d’IFN-γ et 30 ng/mL de TNF-α au début et à la fin de l’induction de la différenciation. En monocouche à 
confluence, ou en biomatériaux après 48h avec ou sans stimulation, les CSM-GW ont été isolées et analysées par 
cytométrie en flux. Les résultats montrent que seuls le CD40 et le CD86 sont exprimés par les CSM-GW. Les résultats 
sont exprimés en moyenne et écart-type du nombre de cellules positives à chacun des marqueurs, N=3, * p ≤ 0.05 par 
rapport au J9 de chaque condition. IFN = Interféron-γ ; TNF = Tumor Necrosis Factor-α. 
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b. Molécules immunomodulatrices 

i. IDO et HLA-G 

Les expressions de l’enzyme IDO et d’HLA-G ont été recherchées par cytométrie en 

flux (Figure 40 – Tableau 21). Si l’enzyme IDO est exprimée par 49,1 ± 11,6 % des CSM-

GW cultivées en monocouche, après 9 jours de différenciation chondrocytaire en 

biomatériaux d’Alg/HA, cette proportion diminue significativement pour atteindre 2,07 ± 

0,78 % (p < 0,01). Ces résultats sont confirmés par le ratio d’intensité moyenne de 

fluorescence (Monocouche = 6,85 ± 1,2 vs CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA < 2). 

Aucune différence n’est visible en présence de cytokines inflammatoires. Ce profil 

d’expression est retrouvé avec HLA-G dont différents isoformes ont été recherchés. Deux 

anticorps ont été utilisés provenant de 2 clones différents, 2A12 marquant les molécules 

HLA-G solubles, et MEM-G9 marquant les molécules HLA-G membranaires. Les CSM-

GW en monocouche expriment les deux types de molécules HLA-G, membranaires et 

solubles, avec une expression plus importante des isoformes solubles, bien que non 

significative (HLA-G-monocoucheSoluble = 86 ± 13,5 % vs HLA-G-monocoucheMembranaire 

= 33,9 ± 15,5 %, p > 0,05). Ce résultat est également confirmé par les intensités moyennes 

de fluorescence (16 ± 7 vs 5,24 ± 2,03, p > 0,05). Lors de la différenciation chondrocytaire, 

les isoformes membranaires ne sont plus détectées (Proportion de cellules positives < 5 % 

et intensités moyennes de fluorescence < 2). Les isoformes solubles ne sont pas détectées 

à J9 de la différenciation chondrocytaire. Cependant, une tendance à l’augmentation de 

l’expression d’HLA-G soluble semble visible à J30 quelle que soit la stimulation (HLA-

GSoluble-J30
Non stimulé = 13 ± 11,4 %, HLA-GSoluble-J30

Stimulé = 9,6 ± 8,32 %). Le ratio des 

intensités moyennes de fluorescence reste, lui, inférieur à 2. 
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Tableau 21 : Ratio d’intensités moyennes de fluorescence d'IDO et HLA- G par rapport au contrôle en fonction du 
temps et de la stimulation  
NS = Non Stimulé ; S = Stimulé avec 20 ng/mL d’IFN- γ et 30 ng/mL de TNF- α  
Les analyses statistiques ont comparé toutes les colonnes entre elles. 

 J0 J9 NS J9 S J30 NS J30 S p 
IDO 6,85 ± 1,2 1,2 ± 0,04 1,3 ± 0,18 1,5 ± 0,31 1,46 ± 0,23 > 0,05 
2A12 16 ± 7 1,71 ± 0,16 1,4 ± 0,24 1,7 ± 0,52 1,6 ± 0,48 > 0,05 

MEM-G9 5,24 ± 2,03 1,81 ± 0,3 1,26 ± 0,21 1,15 ± 0,07 1,08 ± 0,16 > 0,05 

 

  

Figure 40 : Expression d'IDO et d’HLA-G en fonction du temps et de la stimulation 
Lors de la différenciation chondrocytaire, les CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA ont été stimulées ou non avec 20 ng/mL 
d’IFN-γ et 30 ng/mL de TNF-α au début et à la fin de l’induction de la différenciation. En monocouche à confluence, ou 
en biomatériaux après 48h avec ou sans stimulation, les CSM-GW ont été isolées et analysées par cytométrie en flux. Les 
résultats montrent qu’IDO n’est exprimé que par les CSM-GW en monocouche. Les molécules HLA-G membranaires et 
solubles sont exprimées par les CSM-GW en monocouche, mais seul le marqueurs 2A12 est détecté lors de la 
différenciation chondrocytaire, avec une majoration à J30. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type du nombre 
de cellules positives, N=3, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 0.001 par rapport au J9 de chaque condition. IFN = Interféron-
γ ; TNF = Tumor Necrosis Factor-α. 
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ii. Facteurs solubles 

Nous avons ici fait le choix de confronter les résultats précédents concernant l’IL-6, 

TGF-β, PGE-2 et VEGF avec la sécrétion des CSM-GW en monocouche. Les cellules ont 

été stimulées pendant 48h avec 20 ng/mL d’IFN-γ et 30 ng/mL de TNF-α au cours de 

l’expansion en monocouche puis à J7, J14 et J28 de la différenciation chondrocytaire. A 

l’issue de la stimulation, les surnageants de culture ont été prélevés et analysés (Figure 

41). La sécrétion d’IL-6 est significativement diminuée après ensemencement en 

biomatériaux d’Alg/HA (IL-6-J0
Non Stimulé = 95 773 ± 13 235 pg/mL vs IL-6-J9

Non Stimulé = 

629 ± 282 pg/mL, p < 0,001). En revanche, la sécrétion d’IL-6 par les CSM-GW stimulées 

par IFN-γ/TNF-α est augmentée de 3 à 17 fois en monocouche et jusque J16 de manière 

significative (p < 0,01). 

La sécrétion de TGF-β par les CSM-GW non stimulées, en monocouche ou en 

biomatériaux d’Alg/HA ne varie pas de manière significative (Moyenne globale = 1 256 ± 

64,4 pg/mL). A l’exception du J9, la stimulation par IFN-γ/TNF-α semble induire une 

diminution de la sécrétion qui n’est significative qu’à J30. Seules les concentrations de 

TGF-β sécrété par les CSM-GW stimulées à J16 et J30 sont significativement diminuées par 

rapport aux cellules en monocouche (p < 0,05). 

La sécrétion de PGE-2 est diminuée de manière significative dès J9 de la 

différenciation chondrocytaire (p < 0,001). La sécrétion par les CSM-GW en cours de 

différenciation sans stimulation reste stable au cours du temps (776 ± 33,2 pg/mL), tandis 

que la stimulation induit une augmentation significative des concentrations de PGE-2 à J9 

(J9
Non Stimulé = 801 ± 58,1 pg/mL vs J9

Stimulé = 2 113 ± 71 pg/mL, p < 0,05). Cet effet semble 

s’atténuer au cours de la différenciation chondrocytaire. 

La sécrétion de VEGF par les CSM-GW non stimulées est augmentée de manière non 

significative à J9 de la différenciation chondrocytaire. La stimulation par IFN-γ/TNF-α 

induit une augmentation de la concentration de VEGF par les CSM-GW en monocouche 

(J0
Non Stimulé = 1 881 ± 433 pg/mL vs J0

Stimulé = 4 160 ± 458 pg/mL, p < 0,05). Cependant, 

cet effet n’est pas retrouvé lors de la différenciation en biomatériaux d’Alg/HA, et les 

concentrations de VEGF sont significativement diminuées par rapport au J0 stimulé dès J16 

(p < 0,001). 
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Figure 41 : Sécrétion d’IL-6, TGF-β, PGE-2 et VEGF en fonction du temps et de la stimulation 
Lors de la différenciation chondrocytaire, les CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA ont été stimulées ou non avec 20 
ng/mL d’IFN-γ et 30 ng/mL de TNF-α à différents temps de culture. En monocouche à confluence, ou en biomatériaux 
après 48h avec ou sans stimulation, les surnageants de culture ont été prélevés et analysés par test ELISA. La sécrétion 
d’IL-6 est augmentée par la stimulation et diminuée dès J9 de la différenciation chondrocytaire. Cependant, le taux de 
sécrétion est élevé jusqu’à J28. La sécrétion de TGF-β par les CSM-GW non stimulées est stable au cours du temps. La 
stimulation semble induire une diminution de la sécrétion. La sécrétion de PGE-2 est diminuée dès J9 de la différenciation 
chondrocytaire. La stimulation augmente la sécrétion de VEGF en monocouche, mais semble la diminuer en 
biomatériaux d’Alg/HA. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type, N=3, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, *** p ≤ 
0.001. IFN = Interféron-γ ; TNF = Tumor Necrosis Factor-α. 



151 

 

B. Caractérisation des propriétés immunogènes et immunomodulatrices des CSM-GW 
lors de la différenciation chondrocytaire en situation allogénique 

La mise en situation allogénique a permis d’étudier d’une part l’immunogénicité des 

CSM-GW et d’autre part leur capacité à moduler une réaction immunitaire. Pour ce faire, 

nous avons mis en coculture des CSM avec des PBMC de donneurs sains à J0, J3, J14 et J28 

de la différenciation chondrocytaire. Les CSM-GW étaient en suspension à J0 et 

maintenues dans des billes d’Alg/HA pour les temps suivants. L’immunogénicité est 

démontrée par la mise en culture des CSM-GW avec les PBMC d’un donneur tandis que 

l’immunomodulation s’effectue en coculture tripartite. Les PBMC d’un donneur irradié 

servant de stimulant et les PBMC d’un donneur non irradié servant de répondant, les CSM-

GW modulent la réaction immunitaire entre les PBMC des deux donneurs. Lors des 

cocultures avec des biomatériaux d’Alg/HA, 2 billes étaient nécessaires pour que les 

différentes populations cellulaires soient en quantités égales. Le contrôle représente la 

coculture d’un témoin répondant avec un second témoin stimulant. Le résultat de cette 

culture est normalisé à 100%. 

Ces résultats montrent une très faible immunogénicité des CSM-GW, et ce, jusqu’à J28 

de l’induction de la différenciation (Moyennes à un ratio répondant : CSM équivalent, soit 

1:1 ou 1:2 billes : J0 = 6,33 ± 4,21 %, J3 = 1 %, J14 = 6,4 ± 5,15 %, J28 = 3,25 ± 1,65 %, p 

< 0,0001 par rapport au contrôle positif – Figure 42). 

Figure 42 : Immunogénicité des CSM-GW en situation allogénique 
Les CSM-GW en monocouche ou en biomatériaux d’Alg/HA à différents temps de la différenciation chondrocytaire ont 
été mises en coculture avec des PBMC de donneurs sains. L’alloprolifération des cellules mononucléées sanguines a été 
évaluée par incorporation de BrdU dans les cellules en division. Les résultats montrent une faible immunogénicité des 
CSM-GW en monocouche comme en biomatériaux, tout au long de la différenciation chondrocytaire. Les résultats sont 
exprimés en moyenne ± ET, N=3, *** p ≤ 0.001. 
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Concernant l’immunomodulation, les CSM-GW à J0 comme en biomatériaux sont 

capables d’inhiber la prolifération des PBMC. En effet, les ratios 1:1:2 et 1:1:1 à J0, et 1:1:2 

billes à J9 induisent une diminution significative de la prolifération des PBMC. A J0, les 

CSM-GW au ratio 1:1:2 induisent une très forte diminution de la prolifération des PBMC  

(2,25 ± 0,95 %, p < 0,0001). Cette inhibition est moins importante à mesure que la quantité 

de CSM-GW diminue (Figure 43) tout au long de la différenciation. Ces résultats montrent 

également que l’inhibition de la prolifération des PBMC par les CSM-GW en biomatériaux 

d’Alg/HA est efficace à J3 au ratio 1:1:2 billes  (31,2 ± 15,1 %, p < 0,05), mais n’est plus 

significative dès J14. 

 

Nous avons voulu vérifier le rôle du biomatériau dans l’immunomodulation des CSM-

GW. Pour ce faire, nous avons réalisé des MLR avec des billes blanches – non ensemencées 

en CSM. Les premiers résultats montrent une très forte augmentation de la prolifération en 

présence de CaCl2 – Figure 44 : Avec CaCl2 résiduel. Le CaCl2 fait partie du milieu de 

Figure 43 : Immunomodulation des CSM-GW en situation allogénique  
Les CSM-GW en monocouche ou en biomatériaux d’Alg/HA à différents temps de la différenciation chondrocytaire ont 
été mises en coculture avec une culture mixte lymphocytaire de PBMC de donneurs sains. L’alloprolifération des cellules 
mononucléées sanguines a été évaluée par incorporation de BrdU dans les cellules en division. Les résultats montrent 
une augmentation de l’alloprolifération des PBMC tandis que le nombre de CSM-GW diminue, en monocouche comme 
en biomatériaux d’Alg/HA. Cette alloprolifération augmente également, pour une concentration cellulaire donnée, au 
cours de la différenciation chondrocytaire. Les résultats sont exprimés en moyenne ± ET, N=3, * p ≤ 0.05, ** p ≤ 0.01, 
*** p ≤ 0.001. 
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culture des CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA car il permet le maintien de l’intégrité du 

biomatériau. Lors de la préparation de ces billes blanches pour la MLR, nous avions 

conservé ces billes dans une plus grande concentration de CaCl2 pour maintenir la structure 

de l’Alg/HA. Or, selon des résultats préliminaires non montrés, nous avons trouvé une 

interaction du CaCl2 avec la méthode au BrdU, qui semble confirmée par ces résultats. 

Nous avons voulu vérifier cette théorie en conservant les billes blanches sans CaCl2 avant 

la MLR – Figure 44 : Sans CaCl2 résiduel. Ces résultats montrent une diminution de la 

prolifération des PBMC par rapport au test avec CaCl2 résiduel. Toutefois, dans ces 

conditions, la prolifération des PBMC est augmentée par rapport au contrôle sans billes. 

Enfin, nous avons voulu déterminer le rôle du biomatériau en contact avec les PBMC et 

avons donc réalisé une dernière MLR avec les billes en transwell au-dessus de la coculture 

de PBMC réalisée au fond de plaques 6 puits – Figure 44 : En transwell. Dans ces 

conditions, les PBMC ne sont plus en contact avec le biomatériau. Aucune variation de la 

prolifération n’est visible. 

 

  

Figure 44 : Vérification du rôle du biomatériau dans les MLR – N=2  
Les billes d’Alg/HA sans CSM ont été mises en coculture avec des PBMC de donneurs 
sains. L’alloprolifération des cellules mononucléées sanguines a été évaluée par 
incorporation de BrdU dans les cellules en division. Les résultats montrent une 
augmentation de l’alloprolifération des PBMC en contact avec les billes blanches. En 
transwell, les billes blanches n’interfèrent pas. Les résultats sont exprimés en moyenne 
± ET, N=2. 



154 

 

C. Discussion 

Pour analyser les propriétés immunologiques des CSM-GW en biomatériaux 

d’Alg/HA durant la différenciation chondrocytaire sans apport de facteurs de croissance, 

nous avons étudié plusieurs caractéristiques cellulaires.  

En premier lieu, l’immunogénicité des CSM-GW a été évaluée à travers le phénotype 

des cellules et notamment l’expression d’HLA-DR et des molécules de costimulation 

CD80, CD86 et CD40. Nos résultats montrent qu’HLA-DR, la principale molécule 

impliquée dans l’activation des lymphocytes T, n’est pas exprimée par les CSM-GW, que 

ce soit en monocouche ou en biomatériaux, avec, ou sans stimulation à l’IFN-γ/TNF-α. 

Parmi les molécules de costimulation, le CD40 est exprimé en monocouche et lors de la 

stimulation à l’IFN-γ/TNF-α tandis que le CD86 est exprimé à J9 de la différenciation 

chondrocytaire. Néanmoins, la quantité de molécules de costimulation exprimée à la 

surface des CSM-GW reste faible au regard des ratios d’intensité moyenne de fluorescence. 

Concernant CD80, cette molécule n’est jamais exprimée dans nos conditions de culture et 

de stimulation. Les molécules HLA de classe II garantissent la présentation antigénique 

aux lymphocytes T CD4+. Les molécules de costimulation quant à elles permettent 

l’activation des lymphocytes T qui, en leur absence, entrent en anergie. Selon nos résultats, 

les CSM-GW n’expriment jamais HLA-DR, ni en monocouche, ni lors de la différenciation 

chondrocytaire, et ce quel que soit la stimulation. Ceci indique alors que même 

différenciées, ces cellules maintiennent une incapacité à amorcer le signal d’activation des 

lymphocytes T. Par conséquent, la présentation antigénique aux lymphocytes T CD4+ ne 

peut pas avoir lieu par leur intermédiaire. Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus à 

partir de CSM adultes que nous avons publiés en 2016 avec l’équipe du Pr Carosella. Dans 

cette étude, les CSM adultes différenciées n’expriment pas HLA-DR, sans impact de la 

stimulation à l’IFN-γ/TNF-α. En revanche, et contrairement aux CSM-TA (tissu adipeux) 

et CSM-GW, les CSM-MO stimulées en monocouche expriment HLA-DR (204). Une 

autre étude sur les CSM-MO confirme que celles-ci, lorsqu’elles sont en monocouche et 

stimulées avec de l’IFN-γ, expriment des molécules HLA de classe II (205). Il apparait 

alors que selon leur origine tissulaire, les CSM n’ont pas les mêmes caractéristiques 

immunogènes. Des données concordantes sont décrites dans une étude de Neofytou et al. 

(206). Selon ces auteurs, les CSM-TA sont moins immunogènes et plus 

immunomodulatrices que les CSM-MO, tandis que les CSM de cordon ombilical sont 
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moins rejetées in vivo que d’autres CSM d’origine extra-embryonnaire. Ces résultats sont 

en faveur d’une utilisation des CSM-GW et AT en contexte allogénique, avec une réserve 

quant aux CSM-MO. Une autre étude montre une absence d’expression des molécules 

HLA-DR, CD80 et CD86 par les CSM-GW en monocouche et à J14 de la différenciation 

chondrocytaire (207). Ces résultats sont en accord avec les nôtres puisque nous montrons 

une expression de CD86 uniquement à J9 de la différenciation, avec un ratio d’IMF positif 

mais très faible. L’expression de CD40 par les CSM-GW est positive, et ce résultat est 

confirmé par une autre étude qui retrouve un pourcentage de cellules positives équivalent 

(208). Toutefois, les expressions de CD40 et CD86 dans nos échantillons, compte tenu de 

l’absence d’HLA-DR, restent en faveur d’une faible immunogénicité des CSM-GW quelles 

que soient les conditions de culture et de stimulation. L’analyse de la proportion de cellules 

positives corrélées aux ratios d’intensités moyennes de fluorescence (IMF) montre 

cependant que si une proportion conséquente des cellules exprime ces marqueurs, peu de 

marqueurs sont présents à la surface des cellules, l’IMF ne dépassant jamais 2,95. Ces 

résultats renforcent l’idée que les CSM-GW sont faiblement immunogènes. 

La mise en situation allogénique des CSM-GW a permis de montrer qu’elles ne sont 

pas immunogènes, en monocouche et durant les 30 jours de différenciation. Plusieurs 

études confirment l’absence d’immunogénicité des CSM en monocouche et lors de la 

différenciation chondrocytaire (204,205,209). Du et al. ont récemment montré que les 

CSM adultes en monocouche ou en biomatériaux d’Alg/HA ne sont pas immunogènes, 

même lorsque les cellules sont « primées » à l’IFN-γ/TNF-α (204). Ces résultats sont en 

accord avec l’absence ou la faible expression d’HLA-DR et des molécules de costimulation 

par les CSM-GW lors de la différenciation chondrocytaire. Dans le cadre de l’ingénierie 

tissulaire du cartilage et d’une situation allogénique comme lors d’une greffe, ce caractère 

hypo-immunogène des cellules est un atout majeur. 

Nous avons également analysé les propriétés immunomodulatrices des CSM-GW. 

Premièrement, nous avons recherché les molécules IDO et HLA-G membranaires et 

solubles par CMF. L’enzyme IDO est exprimée par les CSM-GW en monocouche, mais 

aucun signal n’est détecté dès lors que les cellules sont en biomatériaux. Le même profil 

d’expression est retrouvé pour les molécules HLA-G, avec des ratios d’intensité moyenne 

de fluorescence négatifs dès J9 de la différenciation chondrocytaire. Ces molécules 

possèdent de fortes capacités d’immunomodulation. Bien qu’exprimées de manière 
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importante par les CSM-GW en monocouche, que ce soit en pourcentage de cellules 

positives ou en IMF, nos résultats montrent une franche diminution de l’expression par les 

CSM en biomatériaux d’Alg/HA. Seules les molécules HLA-G solubles semblent être 

exprimées durant la différenciation chondrocytaire, avec un ratio d’IMF inférieur à 2. 

Prasanna et al. ont recherché l’enzyme IDO et son activité dans les CSM-MO et CSM-GW 

(171). Dans leurs conditions de culture, des transcrits de l’enzyme IDO sont détectés dans 

les CSM-MO stimulées à l’IFN-γ et les CSM-GW stimulées à l’IFN-γ ou TNF-α, avec une 

meilleure expression par les CSM-GW. Contrairement à ce que nous rapportons, les 

cellules non stimulées ne semblent pas produire IDO, ce qui est confirmé dans leur étude 

par des tests de détection de la kynurénine. Une autre étude de Montanucci et al. recherche 

l’expression d’IDO et d’HLA-G membranaires et solubles par des CSM-GW après 5 jours 

seulement en billes d’alginate (210). Ces analyses, réalisées en PCR et western blot, 

montrent la présence d’IDO et HLA-G soluble lorsque les CSM-GW en biomatériaux 

d’alginate sont stimulées par de l’IFN-γ avec et sans coculture avec des PBMC, mais 

aucune quantification n’est réalisée et les tests ne sont pas réalisés sur les cellules en 

monocouche. A l’inverse, nos résultats montrent une expression d’IDO par les CSM-GW 

en monocouche non stimulées mais plus après la mise en biomatériaux d’Alg/HA, avec ou 

sans stimulation. Ces différences entre nos résultats et les études de Prasanna et Montanucci 

peuvent être expliquées par des conditions de culture différentes et l’origine des cellules – 

hypoxie, nature de la source cellulaire et facteurs environnementaux associés – qui peuvent 

modifier l’expression de ces molécules. Les molécules HLA-G ont été recherchées sur des 

CSM-MO et CSM-TA par Du et al., avant et après leur mise en biomatériaux d’Alg/HA 

selon notre procédé d’induction de la différenciation chondrocytaire (204). Leurs résultats 

confirment que l’expression des molécules HLA-G membranaires et solubles est 

dépendante des conditions de culture. En particulier, leurs résultats montrent en 

microscopie confocale une expression d’HLA-G par les CSM-MO et CSM-TA en 

biomatériaux en hypoxie, mais cette expression devient nulle en cytométrie en flux après 

48h en normoxie. Leurs résultats montrent également des différences d’expression d’HLA-

G d’une souche à une autre, dans les mêmes conditions de culture. Ici encore, les 

différences entre les études quant à la sécrétion d’HLA-G proviennent probablement des 

conditions de culture et/ou de la source de CSM. 
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Les résultats préliminaires de détection d’IL-10 en CMF confirment que cette 

interleukine est sécrétée à des doses trop basses par rapport aux limites de détection du kit 

ELISA (31 – 2 000 pg/mL, hors zone discriminante de la gamme – Figure 45). Bien que 

l’IL-10 soit détectée par cette méthode, ces résultats ne sont pas interprétables. 

 

Les facteurs solubles IL-6 et PGE-2, fortement sécrétés en monocouche, sont 

nettement diminués à J9. Bien que diminuant au cours du temps, leur sécrétion est améliorée 

par la stimulation à l’IFN-γ/TNF-α. La sécrétion du TGF-β varie peu entre la culture en 

monocouche et en biomatériaux, et n’est diminuée de manière significative qu’à J30. La 

sécrétion de VEGF est impactée par la stimulation à l’IFN-γ/TNF-α. De manière 

surprenante, cet impact est différent entre la culture en monocouche et la différenciation 

chondrocytaire en biomatériaux d’Alg/HA. En effet, les CSM-GW en monocouche 

stimulées sécrètent plus de VEGF par rapport aux cellules non stimulées, tandis que les 

CSM-GW stimulées en biomatériaux en sécrètent moins. Balasubramanian et al. détectent 

de très faibles concentrations de VEGF dans les surnageants de culture de CSM-GW 

comparé aux CSM-MO (211), ce qui pourrait indiquer que les propriétés 

immunomodulatrices des CSM-GW sont peu dépendantes de ce facteur de croissance.  

Lors de la différenciation chondrocytaire en biomatériaux d’Alg/HA, la sécrétion des 

facteurs solubles connus pour participer à l’immunomodulation des CSM-GW montre une 

large tendance à la diminution. Nos résultats montrent en effet des différences 

significatives entre les sécrétions d’IL-6, TGF-β, PGE-2 et VEGF entre la culture en 

monocouche et le J30 de la différenciation chondrocytaire. Montanucci retrouve des 

Figure 45 : Sécrétion d'IL-10 en fonction du temps et de la stimulation 
Lors de la différenciation chondrocytaire, les CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA ont été stimulées ou non avec 20 
ng/mL d’IFN-γ et 30 ng/mL de TNF-α à différents temps de culture. En monocouche à confluence, ou en biomatériaux 
après 48h avec ou sans stimulation, les surnageants de culture ont été prélevés et analysés par test Legendplex en CMF. 
La sécrétion d’IL-10 est détectable mais faible comparée aux autres cytokines sécrétées par les CSM-GW en monocouche 
comme lors de la différenciation chondrocytaire. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type, N ≥ 1. IFN = 
Interféron-γ ; TNF = Tumor Necrosis Factor-α ; HGi = Hors gamme inférieure. 
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sécrétions d’IL-6 et IL-10 dans des proportions comparables à nos résultats, avec des CSM-

GW en biomatériaux d’alginate – à J5 – stimulées à l’IFN-γ ou bien en coculture avec des 

PBMC (210). Deux autres études montrent une diminution de la sécrétion d’IL-6 par les 

CSM-MO au cours de la différenciation chondrocytaire (176,212), dont une confirme 

également l’augmentation de son expression par la stimulation à l’IFN-γ/TNF-α par les 

CSM-MO en billes d’alginate. Selon certains auteurs, l’IL-6 est un facteur pouvant 

favoriser la réparation du cartilage et la différenciation chondrocytaire par les CSM (212), 

cependant dans nos conditions de différenciation, les CSM-GW en biomatériaux non 

stimulées n’en sécrètent pas. En revanche, la stimulation par IFN-γ/TNF-α induit une 

augmentation significative d’IL-6 à J9 et J16 de la différenciation. Le priming des CSM-

GW en biomatériaux d’Alg/HA avant implantation pourrait donc avoir un avantage non 

seulement sur leurs propriétés immunomodulatrices mais également leurs capacités 

chondrogéniques. A l’inverse, d’autres études considèrent l’IL-6 comme un facteur pro-

inflammatoire favorisant l’arthrose (213,214). Cependant, ces études montrent uniquement 

des effets synergiques de l’IL-6 avec d’autres facteurs comme l’IL-1α, l’IL-1β, l’IL-8 ou 

encore l’ostéopontine. Il conviendrait alors de vérifier si ces facteurs sont présents dans les 

cultures pour écarter la possibilité d’un effet délétère de l’IL-6 sécrété par les CSM-GW. 

Le TGF-β est une cytokine très régulièrement utilisée dans les études comme facteur 

favorisant la différenciation chondrocytaire. Plusieurs publications rapportent son 

expression en PCR et dans les surnageants de culture lors de la différenciation 

chondrocytaire des CSM (207,210), mais aucune cinétique d’expression de ce facteur n’est 

documentée. Une étude de Leijs et al. recherche l’expression de TGF-β1 par les CSM-MO 

en monocouche et en billes d’alginate à J2 et J30, avec et sans stimulation à l’IFN-γ/TNF-

α, et confirme une diminution induite par la stimulation (176). Les sécrétions d’IL-10 et 

HGF sont faibles dans nos conditions de culture. Ces résultats sont confirmés pour l’IL-10 

dans une étude de Prasanna et al. qui mesure les sécrétions de CSM-GW en monocouche, 

en coculture avec des PBMC, ou bien stimulées par de l’IFN-γ ou du TNF-α (171). Ces 

résultats montrent que les capacités sécrétoires des CSM-GW ont tendance à diminuer lors 

de la différenciation chondrocytaire, mais persistent. Il est alors légitime de se demander à 

quels dosages de ces cytokines les propriétés immunomodulatrices des CSM-GW sont 

encore visibles. Les tests fonctionnels permettent d’éclairer ce point. 
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Selon les résultats de nos tests fonctionnels, les CSM-GW présentent des propriétés 

immunomodulatrices dépendantes du nombre de cellules. Plus il y a de CSM-GW, plus 

l’immunomodulation est forte. D’autres études corroborent ces résultats avec des CSM-

GW ou bien des CSM adultes (204,205,215). Il apparait aussi que ces propriétés sont plus 

importantes, à concentrations cellulaires équivalentes, en monocouche et à J3 de la 

différenciation chondrocytaire par rapport aux temps suivants. Dans un récent article, 

Montanucci et al. utilisent des CSM-GW en biomatériaux d’alginate stimulées avec de 

l’IFN-γ ou des PBMC (210). Les résultats montrent de manière surprenante une inhibition 

de la prolifération des PBMC inversement proportionnelle à la concentration des CSM-

GW, la meilleure inhibition ayant lieu aux concentrations de PBMC:CSM de 100:1 par 

rapport à 1:1. Ce résultat n’est cependant pas retrouvé dans d’autres études. 

L’immunomodulation a également été testée par Le Blanc et al., et les résultats montrent, 

après 6 ou 12 jours de différenciation, des capacités immunomodulatrices réduites par 

rapport aux CSM-MO en monocouche ou bien différenciées en adipocytes ou ostéocytes. 

Du et al. montrent des résultats différents avec les CSM de tissus adultes (204). Dans cette 

étude, les CSM adultes ont été cultivées en biomatériaux d’Alg/HA pendant 14 à 28 jours. 

Cependant, les biomatériaux ont été dissous et les CSM ont été mises en coculture avec les 

PBMC. Leurs résultats ne montrent pas de diminution de l’immunomodulation entre les 

CSM en monocouche et les CSM après différenciation. Leurs tests montrent également 

qu’à un ratio plus faible de CSM en coculture, le « priming » des CSM à l’IFN-γ/TNF-α 

permet d’améliorer leurs propriétés immunomodulatrices. En prenant en considération ces 

résultats et la baisse de sécrétion des facteurs solubles lors de la différenciation 

chondrocytaire, nous pouvons émettre l’hypothèse d’une interaction de la matrice sécrétée 

par les CSM dans leur immunomodulation. L’hypothèse soulevée serait que dans le 

biomatériau, les échanges sont possibles conformément à nos résultats à J3. En revanche, 

dès que les cellules commencent à fabriquer une MEC au cours de la différenciation 

chondrocytaire, ces échanges sont plus difficiles et les CSM-GW ne peuvent plus interagir 

aussi facilement avec leur environnement. Pour confirmer cette hypothèse, la réalisation 

de MLR avec les CSM-GW au même temps, avec et sans biomatériaux, permettrait de 

comparer leurs capacités d’immunomodulation. 

Pour Montanucci et al., la contribution du biomatériau d’alginate dans la prolifération 

des lymphocytes T est évidente (210). Selon ces auteurs, les résultats peuvent varier en 
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fonction de la pureté de l’alginate et induire, en cas de présence d’endotoxines et de 

protéines indésirables, la prolifération des lymphocytes. Dans leurs expérimentations, 

l’alginate de grade clinique est, selon eux, capable à lui seul de diminuer la prolifération 

des lymphocytes T grâce à sa structure moléculaire et l’absence d’impuretés. Pour Follin 

et al., le biomatériau d’alginate permet également d’augmenter la capacité des CSM de 

tissu adipeux à inhiber la prolifération lymphocytaire ainsi que la maturation des cellules 

dendritiques par rapport aux contrôles cultivés sans alginate (216). Cependant, une autre 

étude de Leijs et al. montre un effet inverse des biomatériaux d’alginate non ensemencés 

en CSM qui stimulent la prolifération de lymphocytes T stimulés (176). En revanche, ceux-

ci empêchent la migration des CSM vers d’autres compartiments et permettent une action 

locale et ciblée de celles-ci. Des cocultures ont été réalisées par Du et al. pour évaluer 

l’impact de notre biomatériau dans les propriétés immunologiques des CSM adultes. Pour 

ce faire, les cocultures ont été menées dans des boites de culture T25 avec des PBMC et 

des CSM adultes, avec ou sans le biomatériau d’Alg/HA. Leurs résultats montrent que les 

biomatériaux ne diminuent ni l’immunogénicité ni l’immunomodulation des CSM adultes. 

Nos résultats de MLR avec des billes blanches montrent une forte interférence du CaCl2, 

soit avec la prolifération des PBMC, soit avec la méthode de détection au BrdU. En 

revanche, avec un lavage adéquat des billes, cet effet est très largement diminué, voire 

même annulé en transwell. Ceci semble bien indiquer un rôle du CaCl2 comme nous 

l’avions vu avec des résultats préliminaires personnels, sans pour autant que nous puissions 

en déterminer le mécanisme exact. En considérant l’absence d’impact des biomatériaux en 

transwell, c’est-à-dire sans contact direct avec les PBMC, comparé au contrôle en condition 

standard, il semble que le biomatériau augmente la détection de la prolifération des PBMC. 

Il semble également que la méthode de coculture influence la possibilité d’interaction des 

PBMC avec le biomatériau. En effet, les tests de Du et al., réalisés avec le même 

biomatériau, montrent des résultats inverses. En comparaison des différentes études 

précitées sur le sujet, il est cohérent d’expliquer ce mécanisme par le biomatériau lui-

même, qui n’est pas de grade clinique dans notre étude. Il est donc possible qu’il contienne 

des protéines et/ou endotoxines, et qu’un contact rapproché avec les PBMC induise une 

prolifération. Cependant, ces impuretés semblent incapables de traverser la membrane du 

transwell. A la lumière de ces résultats, il apparait en conclusion que si l’effet de notre 

biomatériau, dans nos conditions de MLR, augmente la prolifération des PBMC stimulées, 

la résultante lorsque ces mêmes biomatériaux sont ensemencés en CSM-GW est une 
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diminution de la prolifération des PBMC. Nous pouvons donc en conclure que 

l’immunomodulation induite par les CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA que nous 

montrons est sous-estimée puisqu’elle compense le rôle stimulant du biomatériau. Dans ce 

contexte, il serait intéressant d’évaluer les compétences immunomodulatrices des CSM-

GW à J14 et J28 de la différenciation chondrocytaire après dissolution des billes d’Alg/HA. 

Ces résultats complèteraient nos données, bien que ne représentant pas les conditions 

réelles en cas de greffe que nous avons voulu privilégier dans cette étude. 
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Conclusions et perspectives 

 

Ce travail de thèse a permis de démontrer la corrélation entre plusieurs facteurs 

obstétricaux et les paramètres de prolifération cellulaire et de différenciation 

chondrocytaire. Parmi les facteurs considérés, les analyses statistiques ont identifié le poids 

de naissance, le nombre de semaines d’aménorrhées, le poids du placenta, la grossesse 

normale et l’absence de prééclampsie comme des facteurs critiques pour l’expansion 

cellulaire. Tous ces facteurs sont en lien étroit avec la notion de naissance à terme. Les 

CSM-GW provenant d’un enfant né à terme et en bonne santé montrent de meilleures 

capacités prolifératives. Des analyses supplémentaires pourraient expliquer le rôle du 

travail dirigé et de l’administration d’ocytocine sur la prolifération et la résistance à la 

congélation, et, par extension, leur importance pour le banking cellulaire. Concernant la 

différenciation chondrocytaire, nous avons montré que les facteurs obstétricaux influençant 

la prolifération cellulaire ont un impact positif ou aucun effet sur la différenciation des 

cellules. Il est important de connaitre les facteurs obstétricaux avant la collecte des cordons 

ombilicaux dans le but d’optimiser la sélection des donneurs et d’isoler des CSM-GW avec 

les meilleures propriétés dans le cadre d’une utilisation en ingénierie cellulaire et tissulaire. 

Ces résultats ont permis de sélectionner les cordons utilisés afin d’améliorer le processus 

de culture cellulaire, particulièrement en termes de prolifération des CSM-GW. 

Dans la deuxième partie de ce travail, nous avons pu montrer que la stimulation des 

CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA par IFN-γ et/ou TNF-α était possible et non délétère 

pour la viabilité cellulaire et la différenciation chondrocytaire aux concentrations utilisées. 

La stimulation par IFN-γ/TNF-α semble même positive pour la sécrétion des facteurs 

solubles responsables de l’immunomodulation des CSM, IL-6 et PGE-2, et n’induit pas de 

variation pour le TGF-β. La sécrétion de VEGF est diminuée par la stimulation, mais 

comme nous l’avons discuté, cette diminution pourrait en définitive être favorable à la 

différenciation chondrocytaire. 

La troisième partie de ce travail nous permet d’affirmer que les propriétés 

immunomodulatrices des CSM-GW diminuent lors de leur différenciation chondrocytaire, 

mais que leur hypo-immunogénicité est maintenue jusqu’au terme de nos conditions de 
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culture. Cette affirmation est étayée par la diminution de l’expression d’IDO et des 

molécules HLA-G, la diminution de la sécrétion des facteurs solubles sécrétés par les CSM-

GW en monocouche, et les résultats des MLR que nous avons réalisées. L’hypo-

immunogénicité des CSM-GW, tout au long de la différenciation, est démontrée par 

l’absence d’expression d’HLA-DR même en conditions pro-inflammatoires et les tests 

réalisés avec des PBMC de donneurs sains. Nous pouvons noter que le contexte pro-

inflammatoire créé par la stimulation à l’IFN-γ/TNF-α augmente la sécrétion d’IL-6 et de 

PGE-2, et qu’il est possible que cet effet permette aux CSM-GW de conserver leurs 

propriétés immunomodulatrices lors du début de la différenciation chondrocytaire – 

possiblement jusqu’à J9. Ces données sont alors en faveur d’une utilisation des CSM-GW 

dès la mise en biomatériaux, afin d’utiliser au mieux leurs propriétés immunomodulatrices. 

L’environnement pro-inflammatoire que nous avons créé n’induit pas l’expression d’HLA-

DR, ce qui est particulièrement rassurant concernant la possibilité de greffe d’un tel 

substitut cartilagineux dans un contexte d’arthrose.  

Ces données méritent d’être confirmées en analyses in vivo chez le petit animal pour 

déterminer l’efficacité de la méthode dans la réparation du cartilage lésé. Pour ce faire, il 

sera nécessaire dans un premier temps de valider la possibilité d’implantation du 

biomatériau ensemencé en CSM-GW en xénogreffe chez des lapins immunocompétents. 

Une telle expérimentation a déjà été menée par Leijs et al. avec des cellules souches 

mésenchymateuses humaines greffées en sous-cutané chez des rats Winstar 

immunocompétents (176). Lors de cette expérimentation, aucun rejet n’a été détecté lors 

des 5 semaines d’expérimentation. L’utilisation de lapins dans notre cas semble plus 

cohérente, résultant de la nécessité, dans un second temps, de valider l’utilisation de nos 

biomatériaux ensemencés en CSM-GW sur un modèle de lésions cartilagineuses. 

L’utilisation d’anticorps bloquants permettrait également de déterminer l’importance 

des différents facteurs solubles sécrétés par les CSM-GW dans le cadre de la réparation 

tissulaire ou de la diminution de l’inflammation induite par les pathologies cartilagineuses. 

De plus, une nouvelle étude sur les facteurs obstétricaux et leurs éventuels rôles dans les 

propriétés immunomodulatrices des CSM-GW devrait être envisagée, particulièrement 

concernant l’expression d’IDO et des molécules HLA-G. Il serait également intéressant de 

rechercher si l’hypo-immunogénicité démontrée des CSM-GW tout au long de la 
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différenciation chondrocytaire peut permettre une implantation quel que soit le temps de 

différenciation chondrocytaire in vitro, en dépit des propriétés immunomodulatrices.  

Quoi qu’il en soit, dans le but d’une application clinique, il est important de limiter les 

stades de culture des cellules qui sont des procédés longs, coûteux, et nécessitent une 

augmentation des contrôles qualités. C’est l’idée de l’ANR ATYPICAL DS0412 en lien 

avec ce projet qui a été obtenue par notre équipe en 2015. Cette ANR porte sur le 

développement d’un nouveau médicament de thérapie innovante pour le traitement des 

lésions cartilagineuses composé de cellules souches mésenchymateuses issues de la gelée 

de Wharton et d’une matrice intelligente associées extemporanément. Dans ce projet, les 

CSM-GW sont associées à un biomatériau stratifié composé d’une membrane ostéo-

inductrice d’une part et d’Alg/HA d’autre part. Toutes ces manipulations s’effectuent dans 

le respect de la législation concernant les cellules souches et les bonnes pratiques de 

laboratoires pour les préparations à usage clinique, dans le but d’un transfert technologique 

de la recherche vers la clinique. 

La conception d’un tel médicament de thérapie innovante nécessite d’appréhender les 

différentes obligations auxquelles ces médicaments sont soumis. Notre procédé de 

fabrication s’oriente vers un recours à des banques de cellules congelées, qui sont destinées 

à un usage non homologue chez le receveur – différenciation chondrocytaire de cellules 

souches d’origine extra-embryonnaires, pour un usage autologue. De plus, nos recherches 

portent sur l’association de CSM-GW avec un biomatériau assimilable à un dispositif 

médical. Nous nous positionnons donc sur un médicament combiné de thérapie innovante, 

qui doit répondre aux bonnes pratiques de fabrication applicables aux médicaments à usage 

humain. Ces médicaments de thérapie innovante, auparavant appelés préparations de 

thérapie cellulaire, sont de nouveaux médicaments de rupture qui pourraient révolutionner 

la prise en charge thérapeutique de pathologies incurables telles que la maladie de  

Parkinson, la dystrophie musculaire ou encore certains cancers. Jusqu’à présent, 6 

spécialités ont obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) en Europe, dont 2 

concernent le cartilage : Chondrocelect® et MACI®. Le concept de Chondrocelect® est 

de greffer des chondrocytes autologues après expansion ex vivo, et possède l’AMM depuis 

2009. Le développement du médicament MACI® est aujourd’hui suspendu suite à la 

fermeture du site de production européen, mais consistait en une association de 

chondrocytes autologues avec une matrice. L’innovation que nous apportons porte sur 
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l’usage  de cellules allogéniques disponibles immédiatement pour la thérapie tissulaire du 

cartilage, en association avec un biomatériau capable de régénérer le cartilage mais 

également l’os sous-jacent. Aucune thérapie de ce type n’existe encore aujourd’hui, et ses 

potentialités très larges, tant en termes de réparation que de confort pour le patient 

pourraient constituer une réelle révolution dans le traitement des pathologies du cartilage 

hyalin. 
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Résumé 

Ce travail a pour objet de déterminer les conditions optimales de production de substituts allogéniques capables de combler les lésions cartilagineuses dans 

le cadre du traitement de l’arthrose. Il s’oriente particulièrement sur la composante cellulaire de ces substituts. L’usage de cellules souches mésenchymateuses 

issues de cordons ombilicaux (CSM-GW) implique de déterminer quels facteurs obstétricaux, liés à l’environnement direct et indirect des CSM-GW, peuvent 

influencer leur prolifération ainsi que leur différenciation chondrocytaire. Dans une première partie de ce travail, trois types de facteurs ont été étudiés : les facteurs 

liés à l’enfant donneur, au déroulement de l’accouchement et de la délivrance, à la grossesse et à la mère. Nos données montrent que les CSM-GW ont des capacités 

prolifératives améliorées lorsque l’accouchement s’est déroulé à terme et sans complication, avec utilisation de Syntocinon® pendant le travail. Sur la base de ces 

résultats, nous avons utilisé les CSM-GW les plus efficaces dans le cadre de l’ingénierie du cartilage. Il a ensuite été essentiel d’élucider le profil d’action des 

CSM-GW dans un contexte allogénique. Le deuxième temps de ce travail a donc consisté à chercher le profil de stimulation le plus performant, au regard de la 

viabilité des cellules et de l’évolution de la sécrétion des facteurs solubles responsables des propriétés immunomodulatrices des CSM-GW au cours de la 

différenciation chondrocytaire. Nous avons alors mimé, in vitro et en biomatériaux d’Alginate/Acide hyaluronique (Alg/HA) une telle situation en stimulant les 

CSM-GW avec différentes doses d’IFN-γ et de TNF-α. Selon nos résultats, la stimulation par IFN-γ et TNF-α sur les CSM-GW en biomatériaux d’Alg/HA est 

plus efficace lorsque ces deux cytokines sont utilisées conjointement et n’est pas délétère pour la viabilité cellulaire aux concentrations respectives de 20 et 30 

ng/mL. Cette double stimulation induit une augmentation de la sécrétion d’IL-6 et de PGE-2 par les CSM-GW, ne modifie pas leur sécrétion de TGF-β, et diminue 

la sécrétion de VEGF. Nous avons confirmé ces données lors d’une mise en situation fonctionnelle : des cocultures avec des cellules mononucléées de sang 

périphérique (PBMC) de donneurs sains nous ont permis d’évaluer la réponse des CSM-GW lors d’une situation allogénique. Ces mises en situations allogéniques 

ont été étudiées à différents temps afin d’évaluer les propriétés immunologiques des CSM-GW au cours du temps passé en biomatériaux. Nos résultats montrent 

que les CSM-GW peuvent exprimer des molécules HLA-G ainsi qu’IDO, mais ces expressions sont limitées en biomatériaux d’Alg//HA. Les CSM-GW en 

biomatériaux d’Alg/HA en situation allogénique ne sont pas immunogènes, quel que soit le temps de différenciation. En revanche, leurs capacités 

immunomodulatrices décroissent au cours du temps et sont plus fortes à J0 et J3 de la différenciation chondrocytaire, ce qui oriente vers une utilisation précoce de 

ces cellules. Les conclusions de ce travail permettent de (i) sélectionner les cordons idoines à l’ingénierie cellulaire et l’ingénierie du cartilage, (ii) définir les 

conditions permettant de mimer une situation allogénique in vitro, (iii) connaitre les propriétés immunomodulatrices des CSM-GW au cours de la culture en 

biomatériaux d’Alg/HA, y compris en situation allogénique.  

Mots clefs : cellules souches mésenchymateuses, propriétés immunomodulatrices, différenciation chondrocytaire, biomatériaux, allogreffe, médicaments de 

thérapie innovante. 

Abstract 

The purpose of this work is to determine the optimal conditions for allogeneic substitutes production, adapted to filling the cartilaginous lesions in 

osteoarthritis treatment. It focuses on the cellular component of these substitutes. The use of mesenchymal stem cells from umbilical cords (WJ-MSC) involves 

determining which factors, related to direct and indirect environment of the WJ-MSC, can influence their proliferation and chondrogenic differentiation. In a first 

part of our work, three types of factors were studied: related to the donor child, the course of labor and delivery, pregnancy and the mother. Our results show that 

WJ-MSC have enhanced proliferative capacities when coming from full-term birth and without complications, with the use of Syntocinon® during labor. On this 

basis, we used the most effective WJ-MSC for cartilage engineering. It was then essential to elucidate their action profile in allogeneic context. We stimulated WJ-

MSC embedded in Alginate/Hyaluronic Acid (Alg/HA) scaffolds with different concentrations of IFN-γ and TNF-α in order to determine the most effective 

stimulation profile, with regard to viability of the cells and evolution of immunomodulatory soluble factors secretion. According to our results, the stimulation by 

IFN-γ and TNF-α on WJ-MSC in Alg/HA scaffolds is more effective when these two cytokines are used together and is not deleterious for cell viability at the 

concentrations of 20 and 30 ng/mL, respectively. This double stimulation induces an increase in the secretion of IL-6 and PGE-2 by the WJ-MSC, a decrease in 

the secretion of VEGF and does not modify the secretion of TGF-β. We confirmed these data during a functional study: cocultures with peripheral blood 

mononuclear cells (PBMC) from healthy donors allowed us to evaluate the response of WJ-MSC in an allogeneic situation. These allogeneic situations have been 

studied at different times to evaluate the immunological properties of WJ-MSC during the time of chondrogenic differentiation. Our results show that WJ-MSC 

can express HLA-G molecules as well as IDO, but these expressions are limited in Alg/HA biomaterials. Finally, the WJ-MSC in Alg/HA biomaterials in allogeneic 

conditions are not immunogenic, regardless of the time of differentiation. On the other hand, their immunomodulatory capacities decrease over time and are 

stronger at day 0 and day 3 of chondrogenic differentiation, which leads to an early use of these cells. Finally, this work allows us to (i) select the umbilical cords 

suitable for cellular and cartilage engineering, (ii) define the conditions mimicking in vitro an allogeneic situation, (iii) elucidate the immunomodulatory properties 

of WJ-MSC during Alg/HA biomaterials chondrogenic differentiation, including allogeneic situations. 

Keywords: mesenchymal stromal cells, immunomodulatory properties, chondrogenic differentiation, biomaterial, allograft, advanced therapy medicinal products. 
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