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MAPK : Mitogen-activated protein kinase

MDCK : Madin darby canine kidney cell

MTT : Diméthyle-thiozol-2-yl-2,5-diphényl-tétrazolium bromide
NADPH : Nicotinamide adénine dinucléotide

NFkB : Nuclear factor kappa B

PAM : Pharmacologically active microcarrier



PAT : Process analytical technology
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PDGF : Platelet derived growth factor

PML1 et 2 : Photomultiplicateur 1 et 2
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SOD : Superoxyde dismutase

SVF : Sérum de veau feetal

TELiTeR : Tissue engineering for ligament and tendon regeneration
TGF-B : Transforming growth factor beta

TNF-a : Tumor necrosis factor alpha



Introduction générale

La médecine régénératrice a pour but d'aider un organisme vivant a restaurer ou a établir une de ses
fonctions normales, en remplagant ou en régénérant des cellules, des tissus ou des organes (Mason et
Dunnill, 2008). Cette voie de traitement de maladies est tres prometteuse et connait actuellement un essor
particulier. Parmi les techniques utilisées, celles mettant en ceuvre des cellules souches focalisent tout
particulierement I'attention des chercheurs, des médecins, mais aussi de la société dans son ensemble.
Ainsi, cellules souches et "bioéthique" sont des termes que I'on retrouve souvent associés pour des raisons
scientifiques, philosophiques et religieuses. Par ailleurs, des évolutions cancéreuses post-implantation des
cellules souches restent fortement soupgonnées, entrainant un principe de précaution a priori justifié.
L'ensemble de ces éléments fait que I'utilisation de cellules souches et, en particulier, des cellules souches
embryonnaires, est strictement réglementée, méme si les législations en vigueur demeurent spécifiques a
chaque pays. Ainsi, tandis que des pays tendent a promouvoir leur étude (Etats-Unis, Chine, Canada, etc),
d'autres restent prudents (France, ltalie, etc). Au sein méme de I'Union Européenne, aucun consensus ne se
dégage pour l'instant pour la rédaction d'une législation européenne commune.

Actuellement, deux stratégies de médecine régénératrice mettant en oceuvre des cellules souches se

développent :

- La thérapie cellulaire. Les cellules utilisées pour les thérapies cellulaires sont prélevées sur le patient ou
sur un donneur. Ces cellules peuvent ensuite étre amplifiées ou modifiées génétiquement avant d’étre
transplantées. La thérapie cellulaire est utilisée, par exemple, contre les maladies neuro-dégénératives, par

injection de cellules souches dans des endroits spécifiques du cerveau (Joyce et al., 2010).

- L'ingénierie tissulaire. L'ingénierie tissulaire est une implantation de substituts biologiques construits in
vitro. Les cellules souches les plus utilisées sont les cellules souches mésenchymateuses (CSM) issues de
tissus adultes. Son but est de reconstituer des systemes pluricellulaires complexes ex vivo. Pour cela, des
cellules du patient ou de donneurs sont prélevées et ensemencées sur des supports d'adhérence. Ceux-ci
peuvent ensuite étre placés au sein de bioréacteurs pour contréler I'environnement mécanique,
biochimique et physico-chimique nécessaire a la différenciation des cellules. L'ingénierie tissulaire a

initialement été développée pour contrer les problemes liés aux prothéses, tels que la dégradation,
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I'inflammation ou la coagulation sanguine. Les tissus reconstitués ex vivo sont, par exemple, la peau, les os

ou les vaisseaux sanguins (Grayson et al., 2009).

Ce travail de thése s’inscrit dans un projet de recherche pluridisciplinaire ayant pour visée une application
des CSM en ingénierie tissulaire et, en particulier dans la reconstruction de tissus ligamentaires. Le
ligament le plus fréquemment rompu est le ligament croisé antérieur (LCA) qui assure la stabilité du genou.
Parmi les techniques actuelles de chirurgie réparatrice du LCA, on notera la greffe autologue,
principalement du tendon rotulien ou semi-tendineux, mais une morbidité de site est fréquemment
observée. On pourra également utiliser des xénogreffes, des allogreffes et des prothéses de ligament, mais
celles-ci peuvent présenter l'inconvénient de provoquer la dégradation de I'implant, un rejet immunitaire
ou des inflammations. Ainsi, pour pallier les effets secondaires de la réparation du ligament, une approche

par ingénierie tissulaire semble tout a fait pertinente.

La mise en ceuvre de ce travail de thése a été réalisée au cours du projet TELiTeR (Tissue Engineering for
Ligament and Tendon Regeneration), ou « Ingénierie tissulaire pour la régénération de ligaments et de
tendons », financé par I'Agence Nationale de la Recherche (ANR) entre 2007 et 2011. Ce projet s'est ainsi
focalisé sur la régénération de ligament, et plus précisément sur la fabrication d'un implant généré a partir
de CSM porcines différenciées dans un bioréacteur, destiné a reconstruire un ligament in vivo (Figure 1). Le
fait d’utiliser des cellules de porc permet, par la suite, de tester I'implant ligamentaire sur ce modeéle animal

de grande taille, avant la transposition chez I'homme.

Bioréacteur a traction/torsion
Différenciation cellulaire

Ensemencement des *

S N e S CSM sur la matrice Biodi
Préparation de la matrice io-ligament

Figure 1. Le projet TELiTeR (Tissue Engineering for Ligament and Tendon Regeneration). Les CSM sont prélevées sur des porcs,
amplifiées puis différenciées dans un bioréacteur. Le bio-tissu peut ensuite étre réimplanté chez I'animal.

10
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La réalisation du projet TELiTeR nécessite de disposer conjointement d’une source de cellules souches, de
systemes de culture instrumentés et dédiés pour la culture et la différenciation des cellules, et de surfaces
d’adhérence biocompatibles pour les cellules et permettant un développement cellulaire optimal. La
pluridisciplinarité et la complémentarité des équipes parties prenantes de cette étude globale sont des
conditions nécessaires a l'obtention finale d'un bio-ligament implantable chez I'homme. Ainsi, ce projet

regroupe quatre équipes :

- L'Ecole de Chirurgie de Nancy, sous la direction de N. Tran, fournit les CSM porcines issues de

prélevements de moelle osseuse;

- Le Laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire (LCPM, UMR 7568), sous la direction de J.-L. Six,

effectue la formulation, la conception et la fabrication de la matrice de support;

- Le Laboratoire d'Energétique et de Mécanique Théorique et Appliquée (LEMTA, UMR 7563), sous la
direction de R. Rahouadj et en association avec X. Wang, coordinateur du projet TELiTeR, met au point un

bioréacteur avec stimulation de différenciation, et étudie les propriétés mécaniques de I'implant;

- Le Laboratoire Réactions et Génie des Procédés (LRGP, UPR 3349), sous la responsabilité de A. Marc,
effectue I'étude fine du procédé d'expansion des CSM. Ces travaux du LRGP font I'objet de la these

présentée dans ce manuscrit et seront donc a présent décrits plus en détail.

Le cahier des charges du procédé d'expansion des CSM est contraignant, car il doit permettre une
multiplication rapide des cellules en minimisant le temps de culture nécessaire, afin de maintenir leur
potentiel initial de différenciation. Pour répondre a cette problématique, I'approche et les outils sous-
jacents du Génie des Bioprocédés sont tout a fait adaptés, ayant déja largement fait leur preuve pour la

culture a grande échelle de lignées continues de cellules animales.

L’étude du développement de procédés d’expansion pour CSM porcines a été divisée en plusieurs chapitres
rassemblés dans ce manuscrit. Tout d’abord, une étude bibliographique (Chapitre 1) est présentée afin de
prendre connaissance des travaux rapportés dans la littérature sur les CSM et d’identifier les moyens de les
amplifier. A partir de cette analyse bibliographique, les objectifs de la these sont définis pour tenter de
répondre aux questions encore non résolues, et le matériel et méthodes des travaux sont détaillés
(Chapitre 2). Puis, un ensemble de trois chapitres de résultats (Chapitres 3, 4 et 5) présentent les travaux
expérimentaux réalisés pour faire progresser nos connaissances et améliorer les performances d’un

procédé d’expansion adapté aux CSM porcines.
11

[Introduction générale]



[Introduction générale]

12




Chapitre 1. Etude bibliographique

Introduction de I'étude bibliographiqQUE ........cccuvviiiiiii e 15

1.1. Intéréts thérapeutiques des cellules souches mésenchymateuses........occvveveeivriveeeeeiiiiieeenn, 18

1.1.1. PropriGtés des CSIM .....ccciiiiiiiierimmnnnesiiiiiiiiiiiiiiiiieesssssssssssssissssmittsmmesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssannns
1.1.1.1. Caractéristiques des CSM in ViVO .........ccccccuiveeieeeieccciiieeee e
1.1.1.2. Propriétés thérapeutiques des CSM

1.1.2. Applications cliniques des CSM........uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieisnneiiiiiiiiiiiiiieressssssssssssssiissssiitmsessssssssssssssssssssssssssssssens
1.1.2.1. Essais cliniques SUI 'NOMIME .....uuiiiiiie et e et e e e e e e e be b b e e e e e e s eesantbaeeeaeeeeenntrereeaeas
1.1.2.2. INTEréts desS MOUEIES ANIMAUX...ciiiitiiieiiiiiteiiitee e ettt e e ettt e e sttt e e e sttt e e ssabaeeesbteeeesabeeeesssbaeesaabsaeesanbeeesansseeesnaseens

1.1.3. Limites a I'utilisation d@s CSIM ........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiieeiiisinniiitinsenssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssnsannes
1.1.3.1. Perte du potentiel therap ULIGUE........ccc ettt e e e e et e e e e e e et arr e e e e e e s eeaabbaaeeaeeeesnnssereeaeas
0 0 T Y o T o o LT ] Y P PP PRRI
0 I R TR - [ [ol = T T Y g I e F=T O 1Y PSPPI

1.2. Influence des parametres environnementaux sur la réponse des CSM ........ccovvvviiiieeiininneennn. 26

1.2.1. Influence des parameétres BioChimIQUES .......cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiiiiinrrrrrcrissssiess e essssssssssssssssssssssssssnnennns
O N B I LW oo 1Y IS UTRR P
O B T Yol [ (=T 411 1< LSS UURR P
1.2.1.3. Les MOIECUIES aNTiOXYAANTES .....uviiiiiiiiieiiiiee ettt e ettt e e e e e et e e e e e e e e e seabatreeeaaeseeansbareeaeeeesanntaereeaeas
1.2.1.4. Les facteurs de croissance
1.2.1.5. Les molécules inductrices de la différencia
1.2.1.6. Les MilieuX de CUITUIE ....cceiiiiieieeeee ettt

1.2.2. Influence des parameétres phySiCO-ChimMIQUES ......ccceuueeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirieiiiiireniinnerssssssssssssssssssssssssssnneenes
1.2.2.1. Le taUX d'OXYEENE QISSOUS ...cccuviiiiiiieeeieiiiiiteeeeeeeeeitte e e e e e e sesaataeeeeaeeeesatbaaeeaaeaesassasaeasaasseasanstasseaeeseaaansrsreeeens
1.2.2.2. La température, [ pH et I'0SMOIATITE..........eeiiiiieeee e e et e e e e et e e e e e e e e e e eatraaeeeeas
20 0 T =T U1 - (ol e - [o | V<] o =T s [l DU UURR P
A A B =T o] ol =Y 1 [<Tor= 1 o 1o [ U T=T- P UURR P

1.3. Procédés d'expansion deS CSM .........uiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiee ettt e e e st e e e s s s irae e e e s s satae e e e s ssaaaaeeaees 45

1.3.1. EXpansion sur SUPPOItS STAtiQUES ...ccuuuiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiin it raass st s s s s ss s s s s aassssssesassssssannssnss
1.3.1.1. Cultures sur supports statiques en mode de perfusion séquentielle........cccccoeveiiiiieiiiiicciciiee e,
1.3.1.2. Culture sur supports statiques en mode de perfusion CONtINUE .........cc.uvviiiiiiiiiciiiiiiee e

1.3.2. Culture de CSM sur microporteurs €n Mode agité........cccceeiiiiiiiiiiiiiiiiieninmniiiiiiiiiiressssssssssee
O 70 B o Vo 1) @ [T 4 g 1Tl o) o Yo o (=T U [ PSRRI
1.3.2.2. Ensemencement des CSIM SUT 1€S MICTOPOITEUIS .......uvieieeiieiiiiiieeeeeeeeicieteeeeeeeeeetarreeeeeeeeesastaeseeeeeeesnsneseeseas
1.3.2.3. Expansion des CSM sur microporteurs
1.3.2.4. Suivi et controle des paramétres physico-chimiques des cultures de CSM sur microporteurs
1.3.2.5. Performances de croissance des CSM sur microporteurs
1.3.2.6. Organisation cellulaire des CSM sur microporteurs ..........cccecvvvveeennnnn.

1.3.3. Culture de CSM sans support d'adhérence en mode agité ....................
1.3.3.1. Culture de CSM en suspension UNICEIIUIQINE........c.uuiiiiiiii et e e e e area e e e as
1.3.3.2. Culture de CSM soUS fOrmME d’agreZats .......uuiiiiiiiiciiiiiiee et ee e e e e e e st e e e e e s e e satba e e e e e e eesaatreaeeeeas

B} 13
[Etude bibliographique]




[Etude bibliographique]

14




Introduction de I’étude bibliographique

Il est désormais bien établi que les cellules souches, possédant la capacité de se multiplier et de se
différencier en cellules spécialisées, présentent un fort potentiel d’applications thérapeutiques. Il existe
principalement deux types de cellules souches: les cellules souches embryonnaires, provenant d'un
embryon de quelques jours, et les cellules souches adultes, résidant dans les tissus d'un organisme post-
natal. Le potentiel de multiplication et de différenciation des cellules souches est cependant limité, celui-ci
diminuant au fur et a mesure du développement de I'organisme. Ainsi, si I'ceuf fécondé est totipotent, et
donc capable de générer un organisme complet, les cellules souches embryonnaires sont dites
pluripotentes, c’est-a-dire capables de se différencier en tous types cellulaires. Les cellules souches adultes,
guant a elles, sont également différenciables mais en un nombre limité de types cellulaires ; elles sont dites

multipotentes (Figure 2).

Oeuf fertilisé

!

P

CS totipotentes

Embryon aux stade

blastocystes \

CS adultes
9 3
%oo %] / {multipotentes) \
CS embryonnaires - =8
(pluripotentes) > :

CS hématopoiétiques CSneurales CS mésenchymateuses

U cuet

Cellules sanguines Cellules dusysteme Tissu conjonctif
nerveux

Figure 2. De I'ceuf fécondé aux cellules souches adultes: de la totipotentialité a la multipotentialité (adapté de www.purstem.eu),
CS: cellules souches

15

[Etude bibliographique]



Les cellules souches adultes se trouvent in vivo dans des microenvironnements appelés niches.
Découvertes dans les années 1960 par Friedenstein et al. (1968), les plus abondantes dans I'organisme sont
les cellules souches mésenchymateuses (CSM), présentes principalement dans la moelle osseuse (Figure 3),

les tissus adipeux, ou le sang de cordon ombilical de nouveau-nés.

Innervation

Os spongieux

MAPC +
descendance

Progéniteurs

tissulaires TR A . Rk Vascularisation
circulants o P : ke R

= Cellules souches
| hématopoiétiques

Périoste
¢ descendance

Cellules souches mésenchymateuses + descendance

Figure 3. Coupe d'os illustrant la localisation des cellules souches mésenchymateuses au sein du tissu de la moelle osseuse
(Coulombel et al., 2003)

In vivo, les CSM de la moelle osseuse ont un role de soutien pour les cellules souches hématopoiétiques, et
participent a la régénération de tissus |ésés au sein de l'organisme. Les CSM peuvent étre extraites,
cultivées in vitro et utilisées en médecine régénératrice. Par rapport aux cellules souches embryonnaires,
également utilisées en thérapie cellulaire et en ingénierie tissulaire, |'utilisation des CSM est beaucoup
moins soumise aux contraintes éthiques et réglementaires. En effet, elles peuvent facilement étre
obtenues a partir de prélevements de tissus adultes, et donc sans sacrifice d'embryons. Néanmoins, elles
sont présentes en nombre limité au sein de I'organisme et leur usage a des fins thérapeutiques nécessite

une phase d'amplification préliminaire (Caplan et al., 2007).

L'amplification de cellules de mammifere, dont font partie les CSM, est une méthode déja largement
utilisée en industrie. En effet, des cultures de cellules animales immortalisées (appelées lignées continues)
ont été développées en grand nombre ces vingt dernieres années pour la production de vaccins ou de
7. . . . . s s . N 3 .
protéines recombinantes. Ainsi, des bioréacteurs de volume supérieur a 10 m> sont classiquement
rencontrés de nos jours dans les industries biotechnologiques pour la culture de ces lignées continues. La
mise en ceuvre de tels procédés industriels pourrait ainsi étre transposée a I'amplification de CSM. En effet,

certaines similitudes concernant la vitesse de croissance et le métabolisme existent entre les lignées
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[Etude bibliographique]



continues adhérentes et les CSM. De plus, la croissance des CSM et des lignées cellulaires est influencée par
les méme parametres de culture, tels que le pH, I'oxygene dissous, les contraintes de cisaillement, les
limitations en nutriments, et lI'accumulation de produits métaboliques (Friedl et al., 2007; Lakhotia et

Papoutsakis, 1991; Schop et al., 2009; Doverskog et al., 1997).

Les principales différences entre les CSM et les lignées continues concernent |'origine des cellules : les CSM
proviennent de prélévements in vivo a chaque utilisation, nécessitant une phase de purification avant
I'expansion. De plus, les CSM sont des cellules primaires, ce qui implique que leur durée de vie est limitée,
le nombre de passages et de cultures réalisables avec un lot de cellules donné étant défini. En revanche, les
lignées continues sont des cellules immortalisées, pouvant étre théoriquement cultivées a l'infini.

En ce qui concerne la réponse cellulaire en bioréacteur, la transposition directe des techniques de culture
des lignées continues aux CSM est délicate. Ainsi, les besoins nutritionnels des CSM et les conditions
optimales de leur culture peuvent étre sensiblement différents de ceux des lignées continues. Par exemple,
les CSM montrent des capacités de croissance meilleures en conditions hypoxiques (Fehrer et al., 2007).
Enfin, étant donné que la CSM constitue en soi le produit du procédé de culture, il est nécessaire de rester
vigilant quant au maintien des capacités de différenciation de la cellule, pendant toute la phase
d’amplification. Ces principales similitudes et différences entre les deux types cellulaires sont résumées
dans le Tableau 1. Ainsi, il apparait que I'étude de I'expansion de CSM en bioréacteur peut se baser
avantageusement sur |'expérience acquise par la communauté scientifique sur I'expansion de lignées

continues.

Tableau 1. Principales similitudes et différences entre les CSM et les lignées continues (cellules Vero par exemple)

Caractéristiques Cellules souches mésenchymateuses (CSM) Cellules Vero (Lignée continue)
Origine Prélévements sur organismes adultes a chaque Lignée établie en 1962 a partir de cellules de
& utilisation rein de singe vert

Sénescence réplicative aprés plusieurs dizaines de

Durée de vie
doublements de population

Théoriquement infinie

Vitesse spécifique

. . 0,02 h? (Schop et al., 2010; Rourou et al., 2007)
maximale de croissance

Métabolisme Forte production de lactate en présence de concentrations élevées de glucose

Oxygéne Meilleure croissance sous hypoxie Besoin de conditions normoxiques

Frein a la croissance

cellulaire Contraintes de cisaillement, limitation en nutriments, accumulation de produits métaboliques

Cellules souches multipotentes utilisées en Cellules infectées par des virus pour la

Intérét thérapeutique e o L .
peutiq médecine régénératrice fabrication de vaccins
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Sur la base des constatations réalisées précédemment, I'étude bibliographique proposée ci-apres va tout
d'abord souligner l'intérét thérapeutique des CSM en présentant leurs principales propriétés
(caractéristiques in vivo et propriétés thérapeutiques), leurs applications cliniques, ainsi que les contraintes
a prendre en compte dans leur utilisation (perte de potentiel thérapeutique, mortalité, cancérisation). Puis,
les études faisant état de l'influence des parameétres environnementaux sur le comportement des CSM
seront présentées. L'influence de parameétres biochimiques (nutriments, molécules bioactives) et physico-
chimiques (oxygéne, température, pH, osmolarité, surfaces d'adhérence, forces mécaniques) sur
I'adhérence, la croissance et la différenciation des CSM sera décrite. Enfin, les méthodes d'expansion de
CSM rapportées dans la littérature seront présentées, et les différents parametres de culture étudiés. Ces
différentes méthodes d'expansion integrent la culture statique, la culture sur microporteurs, la culture en
suspension unicellulaire et sous forme d'agrégats. Cette étude bibliographique nous permettra de proposer
les stratégies les plus adaptées a I'amplification de CSM, et de soulever des questions scientifiques encore

inexplorées.

1.1. Intéréts thérapeutiques des cellules souches mésenchymateuses

Les CSM, cellules indifférenciées provenant d'un organisme post-natal, présentent un potentiel de
différenciation multipotent. L'intérét thérapeutique des CSM provient essentiellement de leurs
caractéristiques exprimées in vivo. Ainsi, leur role dans I'hématopoiése et la réparation de tissus peut étre
utilisé in vitro a des fins thérapeutiques. Les applications concernent les domaines de l'ingénierie tissulaire
et de la thérapie cellulaire, permettant le traitement de maladies aussi diverses que le diabéte ou les
maladies neurodégénératives. Il existe toutefois des limites a l'utilisation des CSM, en raison, notamment,

de la réponse cellulaire qui peut étre modifiée lors de la phase d'expansion.

1.1.1. Propriétés des CSM
1.1.1.1. Caractéristiques des CSM in vivo

Les CSM sont présentes principalement dans la moelle osseuse, mais également dans d'autres tissus, tels
qgue le tissu adipeux ou le sang de cordon ombilical de nouveau-nés (da Silva Meirelles et al., 2006).
Présentes en faible quantité au sein de ces tissus (une CSM pour 10 000 cellules), ce rapport diminue
d’autant plus avec l'age (Caplan et al., 2009). Au sein de la moelle osseuse, les CSM résident dans des

niches, qui sont des microenvironnements permettant de contrdler le devenir des cellules (Figure 4). Ces

B} 18
[Etude bibliographique]




niches contrélent la prolifération et la différenciation des CSM, par contact avec des cellules spécialisées
(Docheva et al., 2007; Sarugaser et al., 2009). La division des CSM au sein de la niche est régulée de facon a
ce que le génome des cellules présente le moins de mutations possible. Pour cela, il existe une division
asymétrique des CSM lors de la mitose, pour laquelle la cellule mere garde la copie du génome non
dupliquée (Sherley et al., 2002). Cependant, cette division asymétrique peut induire une cancérisation des
cellules si elle n'est pas correctement régulée (Dingli et al., 2007). Une fois différenciées, les CSM

présentent une capacité de prolifération plus faible (Filipak et al., 1989; Hong et al., 2006).

Cadherins @ « Signaling Molecules
Integrins Surface Receptors

Figure 4. Niche des CSM (MSC, Mesenchymal stem cell) au sein de la moelle osseuse, autour d'un vaisseau sanguin (BV, blood
vessel). Les CSM interagissent avec des cellules différenciées (DC, differentiated cells), avec la matrice extracellulaire (ECM,
extracellular matrix) et avec des molécules signalétiques (Kolf et al., 2007).

In vivo, les CSM ont un réle de support a I'hématopoiése (Dazzi et al., 2006) et de réparation de tissus Iésés
éloignés de la niche (Kan et al., 2005). Pour atteindre ces tissus lésés, les CSM empruntent la circulation
sanguine (Roufosse et al., 2004). Une fois sur le site Iésé, elles aident a la réparation du tissu en remplagant
les cellules détruites suite a leur différenciation, ou en stimulant les cellules présentes par sécrétion de
cytokines (Kinnaird et al., 2004). Une autre propriété des CSM est leur caractere immunorégulateur, en
modulant la réponse immunitaire de I'organisme par des contacts cellule-cellule ou par des sécrétions de
molécules régulatrices, telles que les interleukines. Les CSM peuvent ainsi, entre autres, inhiber la
prolifération des lymphocytes B et T, et la différenciation des monocytes en cellules dendritiques. Cette
propriété d'immunorégulation permet aux CSM de s'implanter au sein des tissus lésés sans déclencher de

réactions immunitaires (Caplan et al., 2007; lyer et al., 2008).
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Certains doutes demeurent cependant a propos des CSM. Tout d'abord, il semblerait qu'elles représentent
en réalité une population hétérogene de cellules (Ratajczak et al., 2004; Jones et McGonagle, 2008). De
plus, elles seraient trés proches d'autres types cellulaires, tels que les fibroblastes (Haniffa et al., 2009) et
les péricytes (Short et al., 2003; da Silva Meireilles et al., 2007). En 2006, des criteres de base ont été définis
pour caractériser les CSM (Dominici et al., 2006). Ces criteres comprennent |'adhérence au matériau
(matiére plastique, verre, etc.), un phénotype constitué par des marqueurs positifs a plus de 95 % (CD105,
CD73, CD90) et des marqueurs négatifs a moins de 2 % (CD45, CD34, CD14, CD19, HLA-DR), ainsi qu'une
différenciation in vitro en ostéoblastes, adipoblastes et chondroblastes, démontrée par des colorations
spécifiques. D'autres critéres deviennent incontournables dans le cadre d'essais cliniques, tels que la

stabilité génomique (Bernardo et al., 2011).

1.1.1.2. Propriétés thérapeutiques des CSM

De par leurs propriétés de prolifération, de différenciation, de sécrétion de cytokines et
d'immunorégulation, les CSM sont devenues des outils précieux en médecine régénératrice (Caplan and
Bruder, 2001). Mais leur utilisation doit toujours étre précédée d'une phase d'expansion cellulaire, afin

d'obtenir un nombre suffisant de cellules a partir des prélevements de tissus (Caplan, 2007).

Deux usages des CSM en médecine régénératrice sont possibles: la thérapie cellulaire et l'ingénierie
tissulaire. D'un coté, la thérapie cellulaire repose sur la capacité des CSM a se différencier et a stimuler in
vivo d'autres types de cellules (Caplan and Dennis, 2006). Les CSM non différenciées sont ainsi injectées
chez le patient soit directement, soit apres modification du génome en thérapie génique (Apel et al., 2009).
Une fois transplantées, elles migrent dans la moelle osseuse, ou au niveau des sites d'inflammation (Yen et
al., 2008).

D'un autre co6té, l'ingénierie tissulaire a pour but de reconstituer des tissus ou des organes. Pour ce faire, il
est nécessaire de diriger la différenciation des cellules vers un type de cellule spécialisée. Ainsi, les cellules
peuvent étre ensemencées sur divers biomatériaux, et soumises a des forces mécaniques,
électromagnétiques ou hydrodynamiques, ou encore exposées a des messages chimiques (Rosenbaum et
al., 2008). Le potentiel de différenciation des CSM est constamment élargi au fur et 3 mesure que des
nouveaux protocoles de différenciation sont mis en place. A ce titre, les voies de signalisation conduisant a
la différenciation cellulaire commencent a étre bien documentées (Figure 5). Les CSM sont capables, entre
autres, de se différencier in vitro en tissu conjonctif (os, cartilage, muscle, tendon, ligament) (Hui et al.,
2005; Friedl et al., 2007) et en neuroderme (neurones, astrocytes) (Phinney et al., 2007; Kan et al., 2007).

Une fois les cellules différenciées, elles deviennent unipotentes et perdent leur caractere de
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renouvellement. Récemment, des propriétés thérapeutiques ont également été rapportées chez les CSM
cultivées sous forme d'agrégats (Potapova et al., 2008; Bartosh et al., 2010). La structure tridimensionnelle
des agrégats semble conférer aux cellules un microenvironnement plus favorable a leur survie.

Les CSM, de par leurs caractéristiques in vivo, représentent donc un outil intéressant pour l'ingénierie

tissulaire et la thérapie cellulaire. Les applications thérapeutiques sont nombreuses, et certaines ont déja

été transférées en essais cliniques.

extracellular | [cell membrane | | cytoplasm |
GDF-5,-7 musfs |—P R-Smads - oweoeeeeesess > dns@ ATP
[ v » 2 Ao ~
777N\
TGF-B1,-3 muis e (¢c)
i (P300PCAFSR s
- A /
BMP-2,-4,-6 ; S foecoo o \} --------- \
. : / \;' R-Smads \
"?'?::'.'6":; i >/ AN runx2 -@ ‘I'"» /°>
/T_ ’_Q > @unxﬁz/ \ L
Wnt3a mi: / WetretD e \
...... SRR . ST
| { ) |
wnt7a , i \
\ NE7Y SR
Long-chainFA g 5 » (PPARY) | / a\
' | . — runx2 74
| aP2< |—| ’ N
=
No 2 > l’x_ ...................... > ')
@agged er ................... > 2
BMP-2 =i Kooy g

Mechano- ,_,,,.-[

stimulation"""‘f

Figure 5. Régulation moléculaire de la différenciation des CSM en chondroblastes (c), ostéoblastes (o), adipoblastes (a),
myoblastes (m), cardiomyoblastes (cm) et ténoblastes (t), (Kolf et al., 2007).

1.1.2. Applications cliniques des CSM

Le potentiel thérapeutique des CSM est utilisé dans de nombreuses études en médecine régénératrice.
Bien que certaines de ces études soient avancées au stade de |'essai clinique chez I'homme, les études

prospectives utilisant les animaux sont encore nécessaires.
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1.1.2.1. Essais cliniques sur 'homme

Le potentiel thérapeutique des CSM est exploité dans de nombreuses applications cliniques. Actuellement,
plus d’une centaine d’essais cliniques sont en cours (Figure 6) pour le traitement de maladies telles que le
cancer, le diabéte, les maladies neurodégénératives, autoimmunes et cardiaques (Trounson et al., 2011). La
majorité des essais sont en phase | (étude de sécurité chez les volontaires sains) et phase Il (preuve
d'efficacité chez les patients). Seuls 5 essais sont en phase lll (preuve d'intérét clinique chez les patients).
Un exemple de résultats d'essais cliniques est donné dans |'étude de Garcia-Olmo et al. (2005), pour la
réparation de fistules provenant de la maladie de Crohn. Les fistules de plusieurs patients ont été inoculées
avec des CSM autologues provenant de leurs tissus adipeux. Sur les huit fistules traitées, six ont été guéries

en deux mois. Aucun effet secondaire n'a été observé jusqu'a 30 mois apres |'opération.

M Bone/Cartilage Disease

W Cancer

| Heart Disease

W Other

@ Diabetes

Gastrointestinal Disease

Immune
rejection/Autoimmunity

CIRM summary / source clinicaltrials.gov Neurodegenerative

(accessed 2/8/2011)

Figure 6. Essais cliniques chez I'homme utilisant des CSM pour le traitement de maladies (n = nombre d'essais), (adapté de
Trounson et al., 2011).

1.1.2.2. Intéréts des modeéles animaux

L'ingénierie tissulaire et la thérapie cellulaire sont des disciplines récentes, et des études précliniques sur
les animaux sont nécessaires pour développer des protocoles thérapeutiques sans danger pour I'homme.
Plusieurs modeles animaux sont déja utilisés dans des travaux rapportés dans la littérature, tels que le rat
(Yang et al., 2007; Schop et al., 2009), la chévre (Schop et al., 2008 et 2009), le cheval (Colleoni et al., 2009),
le lapin (Boo et al., 2011), le singe (Kim et al., 2008) et le porc (Frauenschuh et al., 2007; Vacanti et al., 2005;

Ringe et al., 2002; Bosch et al., 2006). L'utilisation de grands animaux présente de nombreux avantages
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(Gandolfi et al., 2011), tels qu'une proximité morphologique et physiologique avec I'homme, notamment
pour le porc. Le porc présente également |'avantage de vivre facilement en élevage. Il est d'ailleurs de plus
en plus recommandé par les autorités sanitaires d'effectuer des tests précliniques sur les porcs, au

détriment des rongeurs.

1.1.3. Limites a l'utilisation des CSM

Méme si de nombreuses études ont déja été réalisées sur I'homme et I'animal, des limites a I'utilisation des
CSM sont a prendre en compte. En effet, lors de la phase d'expansion et d'injection au patient, les cellules
sont soumises a un environnement qui peut influencer de facon négative leur physiologie. Parmi ces
changements physiologiques, une perte du potentiel thérapeutique, une mortalité cellulaire, ou encore une

cancérisation des CSM peuvent étre observées.

1.1.3.1. Perte du potentiel thérapeutique

Une premiére limitation a |'utilisation des CSM est la perte de leur potentiel thérapeutique in vitro. En effet,
in vivo, les caractéristiques des CSM sont conservées grace au microenvironnement de leur niche. Une fois
sorties de cet environnement, elles peuvent se différencier et perdre leurs propriétés d'auto-
renouvellement et de multipotence (Kim et al., 2008). La multipotentialité des cellules doit donc étre
régulierement testée au cours de I'amplification cellulaire, et avant l'injection chez le patient dans le cadre

de la thérapie cellulaire.

1.1.3.2. Mort des CSM

Un second frein a l'utilisation des CSM est le maintien de leur viabilité, les CSM ayant une durée de vie
limitée in vitro (Izadpanah et al., 2008). Méme si les CSM subissent naturellement un vieillissement in vivo,
mis en évidence notamment sur des CSM issues de personnes agées, la viabilité des cellules in vitro est
menacée par les conditions de culture (taux d'oxygene, agitation, milieu de culture) et lors de l'injection
chez le patient (Chen et al., 2008). Cette baisse de la viabilité cellulaire peut étre due a la nécrose, ou a des

phénomeénes programmés génétiquement tels que la sénescence réplicative ou I'apoptose.
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La sénescence réplicative est un processus connu chez les cellules eucaryotes. D'aprés les études de
Hayflick et al. (1961) dédiées a la culture de fibroblastes, il existe une limite de prolifération qui, une fois
dépassée, place les cellules en sénescence réplicative. Les cellules en sénescence sont bloquées entre la
phase G1 et la phase S du cycle cellulaire. Ces cellules peuvent cependant conserver un métabolisme actif
(Goldstein, 1990). Il existe également une sénescence réplicative chez les cellules souches (Liu et al., 2011),
qui serait un moyen d'échapper a leur cancérisation (Sharpless et al., 2004). La sénescence réplicative des
CSM, phénomeéne continu et organisé (Wagner et al., 2008), suit le modele de Hayflick (Bonab et al., 2006),
avec un raccourcissement des télomeres (Kim et al., 2008). La sénescence entrainerait une diminution des
défenses antioxydantes, ainsi qu'une baisse du renouvellement du cytosquelette d'actine (Kasper et al.,
2009). Cette sénescence peut étre ralentie en cultivant les cellules en hypoxie (Fehrer et al., 2007). |l existe
cependant des lignées de CSM immortalisées par I'ajout du gene de la télomérase (Weber et al., 2010 ;
Ebert et al., 2006; Justice et al., 2010; Li et al., 2007). Ce géne, appelé TERT (Telomerase Reverse
Transcriptase), produit une protéine qui ajoute des répétitions télomériques aux extrémités des
chromosomes, prévenant ainsi leur raccourcissement (Hiyama et al., 2007). De faibles concentrations de

télomérase sont généralement trouvées chez les CSM non transformées (Sethe et al., 2006).

Contrairement a la sénescence réplicative, I'apoptose est un phénoméne de mort cellulaire déclenché par
un événement environnemental. C'est un processus controlé nécessaire au développement tissulaire (Zahir
et al., 2004). Selon les travaux de Zhu et al. (2006) et Chen et al. (2008), une apoptose des CSM peut étre
induite par I'hypoxie ou la privation de sérum. Néanmoins, elle peut étre réduite par ajout d'acide
lysophosphatidique. L'apoptose des CSM peut également étre induite par un stress mécanique (Kearney et

al., 2008) ou par un manque d'adhérence (anoikis) (Benoit et al., 2007; Feng et al., 2007).

Il est intéressant de noter que les CSM cultivées sous forme d'agrégats sont moins sensibles a la mortalité
induite lors de leur injection chez le patient (Lee et al., 2009). Encore une fois, la structure

tridimensionnelle des agrégats semble protéger les cellules des stress environnementaux.

1.1.3.3. Cancérisation des CSM

Une troisieme limitation a I'utilisation des CSM est le risque de cancérisation, soit par leur interaction avec
des cellules cancéreuses, soit en devenant cancéreuses elless-mémes. Tout d'abord, plusieurs études ont
montré que les CSM transplantées migraient spontanément vers les tumeurs (Yen et al., 2008). Cette
propriété a été utilisée en thérapie pour cibler les cellules cancéreuses. Cependant, cela souligne que les

CSM peuvent interagir avec les cellules cancéreuses. De plus, il a été montré que les CSM favorisent la
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croissance des cellules cancéreuses quand les deux types de cellules sont co-transplantées dans des souris
(Djouad et al., 2003). Les cellules cancéreuses utiliseraient l'immunosuppression des CSM (inhibition de la
prolifération des cellules de l'immunité) pour échapper au systeme immunitaire, et utiliseraient les
enzymes de dégradation sécrétées par les CSM lors de leur migration a travers les tissus pour le
développement de métastases (Yen et al., 2008). Paradoxalement, certaines études montrent que les CSM
peuvent, dans certains cas, diminuer la croissance des tumeurs (Chao et al., 2011).

En plus de leur possible interaction avec des cellules cancéreuses, les CSM peuvent elles-mémes le devenir
(Rubio et al., 2008). Cette cancérisation provient de mutations génétiques accumulées lors des nombreuses

réplications subies par les cellules lors de la phase d'expansion.

L'utilisation thérapeutique des CSM doit donc tenir compte de certaines limitations, liées a la phase
d'expansion cellulaire et a l'injection chez le patient. Davantage de connaissances sur la facon dont la niche
régule le devenir des CSM seraient donc nécessaires pour réussir a maintenir les cellules viables et

multipotentes.

De par leur rareté au sein des tissus vivants et de leur nombre qui diminue avec I'dge du patient, les CSM
doivent subir des phases d'amplification avant leur utilisation thérapeutique. Cette expansion cellulaire
est basée sur les propriétés d'auto-renouvellement des CSM, mais comporte certains risques. En effet, les
cellules peuvent perdre leur potentiel d'auto-renouvellement et de multipotence, ou subir une mortalité
précoce. Afin de limiter ces risques, la phase d'expansion doit étre courte, tout en maintenant les
caractéristiques des CSM. Pour cela, il est nécessaire de connaitre l'influence des facteurs
environnementaux sur la réponse cellulaire.

La deuxieme partie de cette étude bibliographique explore ainsi l'influence des paramétres
environnementaux sur la réponse des CSM de la moelle osseuse. L'importance de chaque paramétre est
d'abord étudiée dans son environnement in vivo. Puis, les effets de ce méme parametre sont analysés in
vitro. Ces informations permettent de mettre en évidence les parameétres clés pour déterminer des

conditions de culture adaptées a I'expansion rapide de CSM thérapeutiques.
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1.2. Influence des parameétres environnementaux sur la réponse des

CSM

Les CSM interagissent constamment avec leur environnement in vivo. C'est d'ailleurs le
microenvironnement biochimique et physico-chimique de leur niche qui conditionne la prolifération ou la
différenciation des CSM. Une fois leur niche quittée, les CSM migrent vers les tissus Iésés via la circulation
sanguine, et se différencient au contact des tissus atteints. Les parametres biochimiques connus pour avoir
un effet sur la réponse des CSM vont tout d'abord étre présentés. Ills comprennent les principaux
nutriments ainsi que des molécules bioactives. Enfin, les milieux de culture développés pour la culture in
vitro de CSM sont analysés. Ce sont ensuite les parameétres physico-chimiques et leur influence sur les CSM,
tels que la concentration en oxygeéne dissous, la température, le pH et I'osmolarité, ou des parametres plus

complexes, tels que les surfaces d'adhérence et les forces mécaniques, qui sont présentés.

1.2.1. Influence des paramétres biochimiques

Le comportement des CSM est influencée par de nombreux parameétres biochimiques. In vivo,
I'environnement biochimique contient des nutriments apportés par la circulation sanguine et des
molécules bioactives secrétées par les cellules de la niche. In vitro en revanche, |'environnement

biochimique dépend de la composition du milieu de culture.

1.2.1.1. Le glucose

Le D-glucose est la principale source d'énergie des cellules, et sa concentration fluctue autour de 5 mM
dans le sang (Grenier, 1998). Mylotte et al. (2008) ont cultivé des CSM en absence de glucose, et ont
observé une mort rapide des cellules. L'effet du glucose sur la croissance des CSM est cependant
controversé. Certaines études indiquent que des concentrations élevées en glucose (25 mM) ont des effets
négatifs sur les CSM humaines et murines (Sotiropoulou et al., 2006; Stolzing et al., 2006), alors que
d'autres études affirment qu'elles n'ont pas d'impact sur la croissance de CSM humaines (Li et al., 2007), ou
gu'elles ont un effet positif sur la croissance de CSM humaines et murines (Jung et al., 2010; Deorosan et

Nauman, 2011).
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En ce qui concerne le métabolisme du glucose chez les CSM, il est unanimement établi qu'une fois
métabolisé par la voie glycolytique, peu de pyruvate entre dans la voie de la phosphorylation oxydative
(Schop et al., 2009 et 2010; Dos Santos et al., 2010; Chen et al., 2010) (Figure 7). Ainsi, les CSM survivent
lorsque la respiration mitochondriale est inhibée pendant 72 h avec du 2,4-dinitrophénol (Mylotte et al.,
2008). Le métabolisme du glucose conduit donc a un niveau élevé de lactate (Chen et al., 2010), qui peut

étre toxique a haute concentration (Chen et al., 2008; Schop et al., 2009) (Figure 8).
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Figure 7. Voie métabolique du glucose par les voies de la glycolyse et de la phosphorylation oxydative

Figure 8. Observation de CSM murines apreés 7 jours de culture: A) dans du milieu sans ajout de lactate ou d'ammonium, B) dans
du milieu avec ajout de 30 mM de lactate, et C) dans du milieu avec ajout de 4 mM d'ions ammonium, x 40 (Schop, 2010)

De plus, il existe un lien direct entre le métabolisme du glucose et la différenciation des CSM. En effet, lors
d'une induction ostéogénique de CSM, une augmentation du nombre de copies de I'ADN mitochondriale,
des activités des enzymes respiratoires, et de la consommation d'oxygéne serait observée, indiquant un

métabolisme oxydatif plus actif. Chez les CSM indifférenciées, des niveaux plus élevés d'enzymes
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glycolytiques et une production plus importante de lactate suggerent qu'elles dépendent plus de la
glycolyse que les CSM différenciées. Il y aurait ainsi une transition de la glycolyse vers la phosphorylation
oxydative lors de l'induction ostéogénique (Chen et al., 2008). Les enzymes de la glycolyse sont également

régulées par le facteur HIF (Hypoxia Inducible Factor), actif en conditions d'hypoxie (Chen et al., 2010).

Plusieurs travaux rapportent des consommations de glucose par des CSM indifférenciées comprises entre 5
et 14 pmol/cellule/jour (Eibes et al., 2010; Dos Santos et al., 2010), et des productions de lactate comprises
entre 10 et 37 pmol/cellule/jour (Eibes et al., 2010; Dos Santos et al., 2010). Le rendement lactate/glucose
est donc souvent proche ou supérieur a 2, suggérant une production de lactate a partir d'autres sources de
carbone, comme par exemple la glutamine (Schop et al., 2008; Eibes et al., 2010). D'autres sucres peuvent
étre métabolisés par les cellules eucaryotes, tels que le fructose ou le galactose. Cependant, aucune étude
n'a encore testé ces composants sur la croissance des CSM. Le glucose est donc pour l'instant la source

principale d'énergie pour les CSM cultivées in vitro.

1.2.1.2. Les acides aminés

Il existe 20 acides aminés, et parmi eux, 10 sont essentiels pour I'homme (arginine, histidine, isoleucine,
leucine, lysine, méthionine, phénylalanine, thréonine, tryptophane, valine), les autres pouvant étre
synthétisés par les cellules de |'organisme (alanine, asparagine, acide aspartique, cystéine, acide
glutamique, glutamine, glycine, proline, sérine, tyrosine). Les acides aminés possedent plusieurs fonctions
dans le métabolisme cellulaire, servant d'intermédiaires du cycle TCA ou de précurseurs de nucléotides, ou
convertis en pyruvate.

Parmi les acides aminés libres, la L-glutamine est le plus abondant dans le sang (Roth, 2008). Bien qu'il
s'agissent d'un acide aminé non essentiel, une étude montre que la glutamine est I'acide aminé le plus
consommeé par les cellules animales cultivées in vitro (Eagle, 1959). En plus de son réle nutritif, la glutamine
est un précurseur de purines et de pyrimidines, et peut activer des MAP kinases (Mitogen-activated protein
kinase) impliquées dans la prolifération cellulaire (Roth, 2008). La glutamine est également impliquée dans
les défenses antioxydantes des cellules, notamment comme précurseur de la biosynthese du glutathion
(Roth, 2008), I'antioxydant cellulaire le plus actif comparativement aux autres molécules antioxydantes

présentes dans la cellule (Meister et Anderson, 1983).

Quelques études ont analysé la consommation de glutamine par les CSM (Schop et al., 2009; Dos Santos et
al., 2010; Eibes et al., 2010). Schop et al. (2009) rapportent que la consommation de glutamine par des CSM

humaines, ovines et murines, en tenant compte de la décomposition spontanée de la glutamine a 37 ° C
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(environ 10 % par jour), est pratiqguement nulle. Eibes et al. (2010) observent une consommation faible de
glutamine (0,9 pmol/cellule/jour) par des CSM humaines. En revanche, Dos Santos et al. (2010) indiquent
une consommation de glutamine de 30 pmol/cellule/jour qui décroit avec le temps pour des CSM humaines.
Eibes et al. (2010) et Dos Santos et al. (2010) ne précisent pas si leurs valeurs intégrent la décomposition
spontanée de la glutamine. La consommation de glutamine est accompagnée d'une production d'ions
ammonium. Une concentration élevée en ions ammonium est néfaste pour la croissance des CSM (Schop et
al., 2009), et le rendement ammonium/glutamine est généralement compris entre 1,2 et 1,6 (Eibes et al.,
2010; Schop et al., 2009). Ainsi, la concentration de la glutamine ne doit pas étre trop élevée dans les
milieux de culture afin de ne pas induire de concentrations inhibitrices en ions ammonium. De plus, la
glutamine se dégrade rapidement a 37 °C pour former du 5-pyrrolidone-2-carboxylate et des ions
ammonium dans les milieux de culture (Arii et al., 1999). L'utilisation de dipeptides comme substitut de la
glutamine, tels que la L-alanyl-L-glutamine (Glutamax®) permet de ralentir ce phénoméne. Une meilleure
croissance des CSM en présence de Glutamax® que de glutamine a ainsi été observé (Sotiropoulou et al.,

2006).

Concernant les autres acides aminés, la seule étude analysant leur influence sur les CSM est celle de Schop
en 2010 (Figure 9). Des CSM humaines sont cultivées dans un milieu aMEM supplémenté avec 15 % de
sérum de veau foetal (SVF) et 2 mM de glutamine. Un suivi cinétique, au cours d'une culture de 6 jours en
bioréacteur discontinu contrélé, a permis de montrer que les acides aminés n'étaient pas limitant pour la
croissance des CSM. En fin de culture, la diminution de la concentration en acides aminés ne dépassait pas
40 % de leurs concentrations initiales. Les acides aminés consommeés étaient l'arginine, la leucine,
I'isoleucine, la valine et I'aspartate. En revanche, certains acides aminés étaient produits, tels que I'alanine
a 0,45 pmol/cellule/jour et la glycine a 0,15 pmol/cellule/jour. Les acides aminés ne semblent donc pas étre

un facteur limitant dans la culture in vitro de CSM.
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Figure 9. Cinétique de consommation et production d'acides aminés par des CSM humaines (Schop, 2010)
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1.2.1.3. Les molécules antioxydantes

Les molécules antioxydantes présentes in vivo protegent les cellules des espéces réactives de |'oxygene
(ROS, Reactive Oxygen Specie). La formation des ROS débute lors de la respiration mitochondriale, au cours
de laquelle un faible pourcentage d'oxygéne est partiellement réduit et forme des anions superoxydes
(Figure 10). L'interaction des ROS avec les constituants des cellules est souvent néfaste. Les lipides
membranaires peuvent subir une péroxydation, les enzymes peuvent perdre leur activité, et I'ADN peut
subir des lésions conduisant a des mutations. En paralléle, les ROS ont également un réle de messager au
sein des cellules. Elles peuvent en effet moduler I'activité de protéines contenant des groupements thiols,
telles que les phosphatases, les MAP kinases, certains facteurs de transcription, et les protéines impliquées
dans la modification des histones (acétylation, deacétylation, méthylation) (Sundar et al., 2010). Les ROS
sont aussi impliquées dans plusieurs fonctions cellulaires (Bisbal et al., 2010), telles que I'adhérence (Song

et al., 2010) ou la différenciation (Kanda et al., 2011) (Figure 11).
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Figure 10. Les différentes espéces de ROS (Reactif Oxygen Species) et les mécanismes de détoxification (Kyaw et al., 2004)

Les défenses antioxydantes des cellules peuvent étre assurées par des enzymes intracellulaires, telles que
la superoxyde dismutase (SOD) et les peroxydases, ou par de petites molécules antioxydantes intra et
extracellulaires. Ainsi, les principaux antioxydants présents dans le sang sont l'acide ascorbique, présent a
une concentration de 50 a 60 uM (Khaw et Woodhouse, 1995) synthétisé par la plupart des especes sauf
I'nomme ; le glutathion, présent a une concentration de 4 uM (Morrison et al., 1999) et synthétisé a partir
de glutamine ; ou encore l'acide lipoique, présent a une concentration de 0,1 a 0,7 uM (Teichert et al., 1999)
et synthétisé a partir d'acide octanoique. Il apparait, par ailleurs, que I'acide lipoique augmente la synthese
de glutathion (Suh et al., 2004). Enfin, I'acide urique synthétisé a partir de purines a également des

propriétés antioxydantes et est présent a une concentration de 200 a 400 uM dans le sang (Glantzounis et
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al., 2005). In vivo, les stress oxydatifs seraient limités dans la niche des CSM, du fait d'un faible taux
d'oxygéne et de |'activité réduite des mitochondries chez les CSM indifférenciées, produisant ainsi peu de
ROS (Chen et al., 2010). En revanche, une fois que les CSM quittent leur niche et se différencient, les
mitochondries s'activent. Afin de protéger la cellule des ROS nouvellement formées, la production

d'enzymes antioxydantes, telles que la SOD et la catalase, est augmentée (Chen et al., 2008).
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Figure 11. Effet des ROS sur I'adhérence des CSM murines aprés une heure d'ensemencement (Song et al., 2010)

Les CSM sont classiquement cultivées in vitro a un taux d'oxygene atmosphérique (enrichi avec 5 % de CO,),
et sont donc potentiellement soumises a des stress oxydatifs plus importants qu'au sein de leur niche. Une
étude de Valle-Prieto et Conget (2010) a montré que les CSM pouvaient résister a des stress oxydatifs
appliqués artificiellement en culture par ajout de H,0, grace a des mécanismes enzymatiques (SOD et
catalase, entre autres) et non-enzymatiques (glutathion). La présence de glutathion serait d'ailleurs

indispensable pour que la cellule se protege des ROS.

L'ajout d'antioxydants dans les milieux de culture des CSM a été réalisé afin d'améliorer leur croissance.
Dans un cas, l'ajout de 0,25 mM d'acide ascorbique permet d'obtenir deux fois plus de CSM humaines apres
9 jours de culture par rapport a une culture sans ajout (Choi et al., 2008) (Figure 12), alors qu'un ajout
d'acide ascorbique, jusqu'a 28 mM, n'a aucun effet sur la croissance de CSM porcines (Bosch et al., 2006)
(Figure 13). Cela pourrait venir du fait que les cellules humaines ne synthétisent pas I'acide ascorbique,
contrairement aux cellules porcines. Enfin, I'ajout de 0,1 uM de sélénium augmenterait les capacités
antioxydantes des CSM humaines (Ebert et al., 2006). Il semble donc possible de renforcer les défenses

antioxydantes des CSM en supplémentant leur milieu de culture avec certaines molécules antioxydantes.
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Figure 13. Effet de I'acide ascorbique sur les CSM porcines. Quantification du nombre de cellules par marquage avec des sondes
fluorescentes s'intercalant dans I'ADN. RFU= relative fluorescent units (Bosch et al., 2006)

1.2.1.4. Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont des messagers chimiques secrétés par les cellules. Ce sont de petites
protéines qui interagissent avec leurs récepteurs membranaires, dont la plupart ont un domaine d'activité
tyrosine kinase dans leur région cytoplasmique. Les facteurs de croissance peuvent induire la prolifération
ou la différenciation des cellules (Figure 14).

Au sein de leur niche, la maintenance de la multipotence des CSM est principalement régulée par leur
propre sécrétion de facteurs de croissance (effet paracrine), notamment les facteurs LIF (Leukemia

Inhibitory Factor), et FGF2 (Fibroblastic Growth Factor 2). Les mécanismes d'action de ces facteurs sur la

32

[Etude bibliographique]



multipotence des CSM ne sont pas encore completement élucidés. La différenciation des CSM est
également régulée par des facteurs de croissance. Ainsi, la chondrogenese est induite par les facteurs TGF-
B (Transforming Growth factor B) et BMP (Bone Morphologic Protein) activant la voie des R-smads et des
MAP kinases, tandis que |'ostéogénése est induite par le facteur BMP-2, qui active Runx2, le géne majeur

de 'ostéogénese (Kolf et al., 2007).
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Figure 14. Transmission du signal d'un facteur de croissance a la cellule (Molchanova et al., 2008)

Les facteurs de croissance sont donc classiquement ajoutés dans les milieux de culture afin d'agir sur la
réponse des CSM. Les principaux facteurs sont I'EGF (Epidermal Growth factor) (Tamama et al., 2006), le
PDGF (Platelet derived Growth Factor) (Lucarelli et al., 2003), le FGF2, FGF4 et FGFS8, le TNF-a (Tumor
necrosis Factor alpha), le BMP-2 (Akino et al., 2003) et BMP-4, le TGF-B, et le HGF (Hepatocyte Growth
Factor) (Molchanova et al., 2008). Le facteur de croissance FGF2 est connu pour augmenter le potentiel de
prolifération des CSM tout en conservant leurs propriétés de multipotence (Tsutsumi et al., 2001; Bianchi
et al., 2003; Solchaga et al., 2005; Sotiropoulou et al., 2006; Song et al., 2008; Molchanova et al., 2008; Ahn
et al., 2009). Cependant, plusieurs études ont montré que la réponse cellulaire dépendait de la
concentration en FGF2. En effet, alors que de faibles concentrations de FGF2 améliorent la croissance
cellulaire, une concentration plus élevée (30-40 ng/mL) peut promouvoir une différenciation cellulaire et

inhiber la croissance (Tsutsumi et al., 2001; Song et al., 2008). Le facteur de croissance HGF est aussi connu
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pour promouvoir la croissance des CSM et avoir des effets antiapoptotiques (Molchanova et al., 2008;
Deuse et al., 2009). Le HGF serait d'ailleurs produit par le myocarde lors d'une ischémie aigué pour recruter
et amplifier les CSM (Deuse et al., 2009). Cependant, Forte et al. (2006) ont observé que I'HGF a une
concentration de 20 ng/mL inhibait la croissance cellulaire des CSM. Les facteurs de croissance sont donc

des composés pouvant induire des messages spécifiques aux CSM, selon leur concentration.

1.2.1.5. Les molécules inductrices de la différenciation

Des composés autres que le glucose, les acides aminés, les antioxydants et les facteurs de croissance
peuvent également avoir une influence sur les CSM. Ces composés peuvent étre des molécules
synthétisées in vivo ou artificiellement. Ainsi, la sphingosylphosphorylcholine, un type de phospholipide,
induirait une différenciation des CSM humaines en muscles lisses, en activant la voie signalétique de TGF-f3
(Jeon et al., 2006). Le nicotinamide permettrait une différenciation des CSM murines en cellules
pancréatiques (Chen et al., 2004). Le glucagon-like peptide 1 (GLP-1) pourrait promouvoir la prolifération
des CSM humaines et inhiber la différenciation adipogénique en activant la voie ERK-1/2 (Extracellular
Signal-Regulated Kinase 1/2) (Sanz et al., 2010). De plus, une différenciation adipogénique serait induite par
des composés se liant ou activant le facteur de transcription PPARy (Peroxisome Proliferator Activated
Receptor vy), tels que les thiazolidinediones (Kolf et al., 2007), I'indométacine (Styner et al., 2010) et le
dihydroxy-cholécalciférol (Mahajan et Stahl, 2009). Une différenciation cardiomyogénique peut étre induite

par la présence de phorbol myristate acétate ou de 5-azacytidine (Song et al., 2012).

1.2.1.6. Les milieux de culture

Depuis les premiéres cultures de CSM dans les années 1970, de nombreux milieux de culture ont été
développés et utilisés. Ces milieux, dits «de base», sont composés d'éléments nutritifs et de molécules
bioactives pour maintenir la survie des cellules. Les trois milieux de bases les plus utilisés dans les études
cultivant des CSM sont I'aMEM (Alpha minimal essential medium) (Bosch et al., 2006; Schop et al., 2008,
2009 et 2010), le DMEM (Dulbecco's modified eagle medium) (Bruder et al., 1997; Frauenschuh et al., 2007;
Sart et al., 2009 et 2010; Deorosan et Nauman, 2011) et I'MDM (Iscove's modified dulbecco's medium)
(zhu et al., 2006; Liu et al., 2007). Chaque milieu possede des compositions différentes en sels, minéraux,
glucose, acides aminés, vitamines, antioxydants et autres molécules. Il est souvent difficile de comparer les
travaux d'expansion de CSM rapportés dans la littérature, en particulier parce que les compositions exactes
des milieux ne sont pas systématiquement précisées. Des résultats semblent indiquer que I'aMEM

permettrait d'obtenir une meilleure croissance des CSM que le DMEM (Javazon et al., 2001; Sotiropoulou et
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al., 2006) (Figure 15). L'IMDM, quant a lui, permettrait la croissance de CSM murines mais pas celle de CSM

humaines (Sotiropoulou et al., 2006).
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Figure 15. Nombre de CSM humaines (BM MNC : Bone Marrow Mononuclear Cells) obtenues aprés 4 semaines de culture dans
différents milieux de culture de base, IMDM, Optimem, aMEM et DMEM, composés de L-glutamine (L-G) ou de Glutamax® (GL),
d'une concentration faible en glucose (LG, low glucose) ou élevé (HG= high glucose). Tous les milieux sont supplémentés avec 10
% de sérum (Sotiropoulou et al., 2006)

Les milieux de culture de base ne contiennent cependant pas tous les composés nécessaires a la croissance
des CSM, et sont ainsi classiqguement supplémentés par du sérum de veau fcetal (SVF). Les protéines
principalement présentes dans le sérum sont l'albumine et les immunoglobulines. Le SVF contient
également des facteurs de croissance et des hormones mitogenes (insuline, PDGF, FGF, EGF), des lipides,
des protéines de transport et des agents détoxifiants (albumine, transferrine), des facteurs d'attachement
(collageéne, fibronectine, vitronectine), des inhibiteurs de protéases (inhibiteur de trypsine), des agents
protecteurs du cisaillement (albumine et protéines de grande taille), des éléments nutritifs (glucose), des
purines et pyrimidines, des vitamines (group B, C, E), ainsi que des éléments traces et des composés
inorganiques (cuivre, magnésium, zinc, sélénium) (Keenan et al., 2006). L'absence de SVF dans le milieu de
culture de base provoque apres quelques jours |'apoptose des CSM (Zhu et al., 2006), mais permet a court
terme de sélectionner en début de culture une sous-population de CSM plus proliférative (Pochampally et
al., 2004).

Les milieux de culture de base destinés aux CSM sont donc classiquement supplémentés par 5 a 20 % de
SVF. Cependant, les régulations sanitaires restreignent de plus en plus la présence de substances animales
dans les milieux de culture de CSM a usage thérapeutique. Le SVF doit donc étre remplacé par des
molécules d'origine non-animale ou humaine. Des milieux de culture sans SVF ont déja été développés pour

les lignées continues depuis les années 1980. L'utilisation de CSM a des fins thérapeutiques étant
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émergente, le développement de milieu de culture sans SVF pour ces cellules est assez récent. Dans un
premier temps, des milieux de culture spécifiques pour CSM ont été développés pour réduire les besoins en
SVF, tels que le milieu MesenPro® (Life Technologies). L'utilisation de MesenPro® supplémenté de 2 % de
SVF a permis d'obtenir de meilleures croissances cellulaires qu'avec du milieu DMEM supplémenté par 10
% de SVF (Eibes et al., 2010) (Figure 16).

Parallélement, des substituts de SVF ont été testés avec succes, tels que le lysat de plaquettes (Doucet et
al., 2005; Bernardo et al., 2006; Lange et al., 2007) et le sérum humain (Shahdadfar et al., 2005; Kocaoemer
et al., 2007). Grace a un plan d'expériences réalisé en microplaques, un milieu de culture sans sérum a été
mis au point pour des CSM humaines (Liu et al., 2007). Ce milieu est composé du milieu de base IMDM,
supplémenté par du FGF2 (17,91 ng/mL), de lI'albumine humaine (2,80 mg/mL), de I'hydrocortisone (27,65
uM), et un cocktail de molécules appelé SITE (1,18 %), contenant du sélénite de sodium (0,5 g/mL), de
I'insuline bovine (1 mg/mL), de la transferrine humaine (0,55 mg/mL) et de I'éthanolamine (0,2 mg/mL). Ce
milieu de culture permet de multiplier le nombre de CSM de cordon ombilical humain par 1000 en 1 mois.
L'utilisation de molécules recombinantes humaines pour la culture de CSM a usage thérapeutique est a
favoriser par rapport aux molécules purifiées de tissus humains, les risques de transmission de facteurs
pathogenes étant les mémes que pour le SVF. Plusieurs milieux de culture commerciaux sans sérum sont
également disponibles, mais leur composition reste confidentielle. Par exemple, le milieu MyeloCult®
(StemCell Technologies Inc.) a permis la culture de CSM en suspension, alors qu’elle est impossible dans du
DMEM supplémenté par 10 % de SVF (Chen et al., 2006). L'utilisation d'hydrolysats ou de peptones

d'origine végétale ou de levures comme substitut de SVF n'a pas encore été testé en culture de CSM.
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Figure 16. Comparaison entre deux milieux de culture pour CSM humaines. @: MesenPro® supplémenté de 2 % de SVF, O:
DMEM supplémenté de 10 % de SVF. Ensemencement cellulaire de 3000 cellules/cm? et changement de milieu tous les 4 jours
(Eibes et al., 2010)
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1.2.2. Influence des paramétres physico-chimiques

Tout comme son environnement biochimique, la moelle osseuse assure également un environnement
physico-chimique particulier. Ainsi, au sein de la moelle osseuse, le taux d’oxygéne s'affaiblit au fur et a
mesure que l'on s'éloigne des capillaires sanguins. De plus, la température classique d'un organisme
humain étant de 37°C, cette température peut varier dans la moelle osseuse. Le pH est régulé autour de 7,4
dans le sang et permet d'éviter une augmentation ou une diminution du pH néfaste pour les cellules.
L'osmolarité est également régulée dans le sang autour de 290 mOsm, et permet de maintenir la pression
osmotique des cellules, une hypotonie pouvant provoquer la lyse cellulaire. Les CSM adhérent a une
matrice extracellulaire et a d'autres types cellulaires présents dans la moelle osseuse. Ces contacts ont
également un effet sur le comportement des CSM. Des caractéristiques telles que le matériau, la porosité,
la charge, ou I'élasticité peuvent influencer in vitro les fonctions d'adhérence, de prolifération, de sécrétion
de matrice extracellulaire, d'apoptose et de différenciation des CSM. L'environnement physico-chimique
des CSM contribue donc a réguler leur viabilité, leur croissance, et leur différenciation, via des cascades

d'informations transmises par des protéines intracellulaires ou des récepteurs membranaires.

1.2.2.1. Le taux d'oxygene dissous

La niche des CSM au sein de la moelle osseuse présente une faible concentration d'oxygéene dissous, entre
4 et 7 % (Schop, 2010). Le niveau d'oxygene dissous en équilibre avec l'air, classiquement utilisé dans la
culture de CSM, pourrait induire des stress oxydatifs et des instabilités génomiques (Estrada et al., 2011).
Dans une étude de Rochefort et al. (2006), des rats placés en conditions de faible concentration en oxygene
voient leur nombre de CSM dans le sang périphérique augmenter de 15 fois par rapport a des rats placés en
conditions atmosphériques. Une faible concentration d'oxygéne attirerait donc les CSM hors de leur niche.
Une étude de Mylotte et al. (2008) décrit la culture de CSM en présence d'un inhibiteur de la respiration
mitochondriale (2,4-dinitrophénol) pendant 72 heures. Les cellules ont survécu en utilisant la voie de la
glycolyse. La respiration mitochondriale, et donc l'oxygene, ne seraient pas indispensables a la survie des

CSM.

Les CSM sont aussi connues pour proliférer plus rapidement a de faibles concentrations en oxygene
(Rochefort et al., 2006; Grayson et al., 2007; Fehrer et al., 2007; Ohnishi et al., 2007). Dans une étude de
Grayson et al. (2007), le facteur de multiplication de CSM cultivées a de faibles concentrations d'oxygéne
pendant 6 semaines était 30 fois supérieur a celui observé en conditions de culture classique. Fehrer et al.

(2007) ont observé 10 doublements de population supplémentaires avant la sénescence réplicative de CSM
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humaines a 3 % de pression partielle d’oxygéne (pO,) par rapport a 20 %. De plus, ils ont observé que les
CSM ne pouvaient pas se différencier en adipocytes ni en ostéocytes a 3 % de pO,, mais que leur capacité
de différenciation était restaurée a 20 % de pO,. Enfin, Dos Santos et al. (2010) ont montré qu'un facteur de
multiplication des CSM de 40 était obtenu a 2 % de pO, comparé a un facteur de 30 a 2 % de pO,. La
mesure et la régulation de la pO, peuvent toutefois étre critiquées dans les travaux de Fehrer et Dos Santos,

ces parameétres n’étant pas détaillés.

Dos Santos et al. (2010) ont également observé une évolution du métabolisme des CSM en fonction de la
concentration en oxygéne, avec une plus grande vitesse spécifiqgue de consommation de glucose et de
glutamine et une plus faible vitesse spécifique de production de lactate et d'ions ammonium a 2 % de pO,
gu’en normoxie. Un exemple de la vitesse spécifique de consommation de glucose des CSM selon le taux
d'oxygéne est rapporté dans la Figure 17. L'influence de la pO, sur le comportement cellulaire serait
modulée par le facteur HIF, facteur de transcription activé par I'absence d’oxygéne, et qui stimulerait la
prolifération cellulaire tout en inhibant la différenciation et en activant les enzymes de la glycolyse (Chen et

al., 2010).
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Figure 17. Vitesses spécifiques de consommation de glucose de CSM humaines en microplaques. @: 2 % de p0O,; ®: 20 % de pO,
(Dos Santos et al., 2010)

1.2.2.2. La température, le pH et I'osmolarité

La température de la moelle osseuse est de 1,6 a 4,8°C inférieure a la température moyenne de I'organisme
des mammiferes (Gurkan et Akkus, 2008). Une seule étude rapporte cependant les effets de la température
sur les CSM (Stolzing et al., 2006). Par rapport a la température classiquement utilisée de 37°C pour la
culture des CSM, une température de 32°C ne diminue pas leur viabilité, mais au contraire réduit
I'apoptose. De plus, une augmentation des défenses antioxydantes des CSM est observée lors de cultures
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réalisées a 32°C par rapport a 37°C. La croissance cellulaire est cependant diminuée, avec un total de 14

doublements de population (DP) a 32°C par rapport a 16,2 DP a 37°C.

Concernant le pH, celui-ci est régulé au sein de la moelle osseuse comme dans le reste de |'organisme,
grace a I'équilibre acide carbonique/bicarbonate. Quelques études traitent de I'effet du pH sur les CSM.
Alors que Kohn et al. (2002) démontrent qu'une baisse de pH de 7,5 a 6,6 diminue la différenciation
ostéogénique des CSM, Chen et al. (2008) analysent |'effet négatif du lactate sur la croissance des CSM, et
démontrent que cela est di a une baisse du pH. Puis, Wuertz et al. (2009) montrent que I'environnement
acide des disques intervertébraux réduit la viabilité et la prolifération des CSM. Enfin, Schop (2010)
cultivent des CSM sur microporteurs en bioréacteur controlé a pH 7,3. Le contréle du pH permet de

prolonger la phase de croissance des CSM par rapport a une culture a pH non controlé.

Concernant I'osmolarité, elle est également régulée dans |'organisme, par augmentation ou diminution de
la réabsorption de I'eau au niveau des reins, et est comprise entre 275 et 299 mOsm. Une étude récente
montre que l'osmolarité n'avait pas d'effet sur la croissance de CSM en culture lorsqu'elle était comprise

entre 301 et 334 mOsm (Chen et al., 2008).

1.2.2.3. Les surfaces d'adhérence

Les surfaces d'adhérence des CSM représentent un autre parametre particulier a la moelle osseuse, les
CSM étant en contact avec une matrice extracellulaire et d'autres cellules (Kolf et al., 2007). L’adhérence
affecte la plupart des fonctions de la cellule, de la prolifération a la différenciation (Berrier et Yamada, 2007)
(Figure 18). Le mécanisme d’adhérence des cellules animales comporte plusieurs étapes. Le premier
élément de la cellule a interagir avec une surface est son enveloppe d'acide hyaluronique. Puis, I'adhérence
devient spécifique au fur et a mesure des interactions avec les intégrines (Cohen et al., 2004), récepteurs
membranaires qui modulent |'adhérence des cellules. Chaque récepteur est composé de deux
glycoprotéines transmembranaires avec un large domaine extracellulaire et une courte partie
cytoplasmique. Les intégrines se lient a des ligands de surface cellulaire, de matrice extracellulaire
(fibronectine, laminine, collagénes, ténascine, vitronectine, etc.), ou de protéines solubles (Docheva et al.,
2007). Le motif commun reconnu par les intégrines est composé du triplet d'acides aminés arginine-glycine-
acide aspartique (RGD) (Lai et al., 2010). Ce motif peut étre greffé sur une surface pour la rendre plus apte

a l'adhérence cellulaire (Durrieu, 2005).
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Figure 18. Influence de I'adhérence sur les fonctions d'une cellule animale (Berrier et Yamada, 2007)

Le rble des intégrines est de transmettre des informations de I'extérieur vers l'intérieur de la cellule, et
inversement. Une fois les intégrines liées aux ligands, elles se regroupent et forment des sites d'adhérence
focale. Ces sites établissent la polarité de la cellule, et maintiennent sa viabilité et sa prolifération. En effet,
les intégrines peuvent interagir avec certaines cyclines, et réguler ainsi la progression du cycle cellulaire.
Les intégrines interagissent également avec la famille des Rho Guanosine triphosphatases (GTPases), qui
sont des régulateurs clé du cytosquelette d'actine, de la transcription génique et de I'adhérence (Docheva
et al., 2007). Une étude de McBeath et al. (2004) souligne I'implication de Rho A dans la différenciation des
CSM en fonction de I'adhérence. Si la cellule peut adhérer et s'étaler sur une surface, RhoA sera activé et
une différenciation ostéogénique sera engagée. En revanche, si la cellule ne peut adhérer que faiblement
en restant dans une morphologie ronde, RhoA ne sera pas activé et une différenciation adipogénique sera
alors engagée. Il existe donc un lien indirect entre I'adhérence des CSM et leur multipotence, modulée par
les intégrines et les Rho GTPases. Certaines molécules ont été démontrées comme étant capables d’induire
une différenciation ostéogénique des CSM aprés avoir adhéré dessus, tels que I'héparine (Benoit et al.,

2007) et le collagene | (Batorsky et al., 2005; Song et al., 2008).

Curran et al. (2006) ont effectué une étude plus approfondie en cultivant des CSM sur des surfaces de
silane modifiées avec différents groupes de molécules. Les surfaces modifiées avec un groupe méthyle (-
CH3) maintenaient le phénotype indifférencié des CSM, alors que les surfaces modifiées avec un groupe
amino (-NH,) ou un groupe silane (-SH) induisaient seulement une différenciation ostéogénique, et les

surfaces modifiées avec un groupe hydroxyle (-OH) ou un groupe carboxyle (-COOH) induisaient seulement
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une différenciation chondrogénique. Cela démontre a quel point le systéme d'adhérence des CSM est
sensible et peut moduler la réponse de la cellule en fonction du support.

Engler et al. (2006) démontrent que le degré d'élasticité de la surface d'adhérence peut également
influencer la différenciation des CSM. En effet, la cellule est capable d'estimer I'élasticité de son support.
Un support avec une élasticité proche de celle du cerveau (0,1-1 kPa) favorise la différenciation neuronale,
une élasticité proche de celle des muscles (8-17 kPa) favorise une différenciation myogénique, et une
élasticité proche des ostéoides (25-40 kPa) favorise une différenciation ostéogénique (Figure 19). Notons
que I'élasticité des flacons de culture en polystyréne est de I'ordre de 10°kPa, correspondant a celle d'os
rigides. Cela pourrait expliquer la diminution du potentiel de multipotence des CSM lors de leur phase
d'expansion en flacon de culture (Kim et al., 2008).

La rigidité d'une surface influencerait également le profil sécrétoire des CSM (Seib et al., 2009). Par
exemple, la concentration d'interleukine IL-8 sécrétée par les CSM en 2 jours est 90 fois plus élevée quand
les cellules sont cultivées sur une surface dure par rapport a une surface molle. Par ailleurs, il semblerait
qgue les CSM au sein de leur niche forment un réseau tridimensionnel avec les autres cellules présentes,
telles que des adipocytes et des cellules souches hématopoiétiques, sans étre complétement adhérées a
une matrice extracellulaire. Pour l'instant, aucun support de culture favorisant I'état indifférencié des CSM
n'a été identifié (Kolf et al., 2007). L'expansion de CSM serait donc probablement plus appropriée sur des

gels d'élasticité intermédiaire que sur les traditionnels flacons de culture a surface dure.

A
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MicroEnvironment

Figure 19. Elasticité des microenvironnements (Engler et al., 2006)

Les propriétés d'hydrophobie et de charge électrique d’un support jouent également un role important
pour I'adhérence des CSM. Le polystyrene des flacons de culture est initialement non chargé et hydrophobe,
réduisant ainsi l'adhérence des cellules. Apres traitement, le plastique est chargé négativement et
hydrophile, permettant une bonne adhérence des cellules. Une surface dite « Ultra-Low Attachment®» de
Corning, développée pour empécher toute adhérence, est neutre et hydrophile. Notons que les CSM
n'adhéerent pas non plus sur I'agarose (Debruyne et al., 2009) ni sur le PEG (polyéthylene glycol) (Benoit et

al., 2007).
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1.2.2.4. Les forces mécaniques

Les CSM peuvent subir de nombreuses forces mécaniques, qui influencent leur réponse cellulaire,
notamment leur différenciation. Au sein de leur niche, la pression dans la moelle osseuse est quatre fois
plus faible que la pression sanguine moyenne, et le milieu est considéré comme visqueux (de 37,5 a 400
mPa/s) (Gurkan et Akkus, 2008). Dans ces conditions, les contraintes hydrodynamiques subies par les CSM
sont probablement faibles. Lors de I'expansion cellulaire in vitro, les CSM sont exposées a de nombreux
stimuli mécaniques, tels que la tension, la compression, et le cisaillement (Chiquet et al., 2009).

Les cellules pergoivent et integrent les stimuli mécaniques par mécanotransduction, principalement aux
sites d'adhérence (Chiquet et al., 2009) (Figure 20). La mécanotransduction est un mécanisme par lequel
une stimulation physique est convertie intracellulairement en différents signaux électriques ou chimiques.
Les contraintes mécaniques a la surface de la cellule seraient traduites en signaux chimiques par
I'ouverture de canaux cationiques activés par I'étirement. Une autre hypothese serait que ce sont les
protéines d'adhérence qui feraient office de récepteurs aux contraintes mécaniques. Les cascades
signalétiques activées immédiatement aprés un stress mécanique sont un influx de calcium et une
activation des signaux calcium-dépendants, une génération de ROS et une activation de NFkB (nuclear
factor kappa-B) (Amma et al., 2005), une stimulation des GTPases de la famille Ras et des MAP kinases, et
enfin un changement d'activité des GTPases de la famille Rho et de la dynamique du cytosquelette. Les
forces mécaniques ont également un effet sur la production de la matrice extracellulaire, induite plus
tardivement : une production de fibronectine par les CSM n'apparaissant que 24 h aprés une stimulation

mécanique (Chiquet et al., 2009).

— (
Cisaillement == ; g
= !
“Lq /A

Figure 20. Mécanisme de mécanotransduction des contraintes de cisaillement sur la cellule. Des récepteurs spécifiques a la
mécanotransduction, tels que les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTyrK), les intégrines (hétérodiméres a et B), les canaux
potassiques, les protéines G hétérotrimériques (apy), et la NAD(P)H oxydase. L’activation d’un ou de plusieurs de ces récepteurs
peut conduire a I'entrée de calcium ou a I'activation de différentes cascades biochimiques. Shc: protéine adaptatrice; MAPK:
voie des MAP-kinases (mitogen activated protein kinases), (Lehoux et Tedgui, 2004)
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Les CSM sont donc équipées pour percevoir les contraintes mécaniques. Ces forces mécaniques agissent
comme des messagers, indiquant aux cellules la voie de différenciation a suivre. Ainsi, une force de tension
indiquera une différenciation en os, en tendon ou en muscle, une force de compression indiquera une
différenciation en cartilage, et une contrainte de cisaillement induira une différenciation en cellules
endothéliales (Chiquet et al., 2009). Par ailleurs, pour obtenir une différenciation de CSM en muscles
vasculaires lisses, une étude de Park et al. (2004) a mimé I'environnement des parois de vaisseaux sanguins
en appliquant une force mécanique uniaxiale (Figure 21). Apres 24 h, I'expression génique des marqueurs
de muscles lisses (alpha-actine, SM-22-alpha, collagene 1) avait augmenté. Cette augmentation était
cependant transitoire et disparaissait apres 48 h. Il est intéressant de noter que |'application d'une force
mécanique équiaxiale, comparée a une force uniaxiale, n'avait pas d'effets significatifs sur |I'expression des
marqueurs de muscles lisses. Les CSM sont donc capables de différencier une force uniaxiale d'une force

équiaxiale.
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Figure 21. CSM soumises a deux types de contrainte mécaniques: contrainte équiaxiale (systeme Flexcell®) et uniaxiale (Park et
al., 2004)

D'un autre coté, les forces de compression peuvent induire une différenciation chondrocytaire. Des CSM
soumises a des pressions hydrauliques exhibent une augmentation de marqueurs chondrocytaires aprées

guelques jours, tels que les protéoglycanes et le collagene Il (Huang et al., 2010).

Enfin, les forces de cisaillement peuvent induire une différenciation endothéliale. Une étude de Wang et al.
(2008) montre qu'une force de cisaillement de 1,5 Pa imposée sur des CSM embryonnaires pendant 24 h
induirait une différenciation endothéliale en inhibant la voie signalétique de TGF-B1. Des études plus
approfondies ont montré qu'une contrainte de cisaillement modifiait I'expression protéique et génique des
CSM. Ainsi, une force de 0,3 Pa appliquée pendant 6 h a des CSM humaines a augmenté I'expression de 10

types de protéines, en particulier I'annexine A2 et la GAPDH (Yi et al., 2010). De plus, une force de 0,1 a 1
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Pa appliquée pendant 1 h a des CSM humaines a modifié I'expression de plus de 400 genes (Glossop et al.,
2008). Une autre étude démontre qu'une contrainte de cisaillement oscillatoire de 2 Pa pendant 1 h
induirait une meilleure prolifération des CSM en augmentant la concentration intracellulaire en calcium et
en activant ERK-1/2 et la calcineurine (Riddle et al., 2006).

Outre la différenciation, les forces mécaniques ont également un effet sur la viabilité des cellules. Dans
I’étude rapportée par Kearney et al. (2008), une force cyclique uniaxiale a été appliquée pendant 3 jours a
des CSM ensemencées sur une membrane de silicone. Une déformation de plus de 7,5 % induisait
I'apoptose des cellules par l'ouverture de canaux a calcium voltage-dépendant, déclenchant ainsi
I'activation de la calpaine et de JNK (c-Jun N-terminal kinase) (Kearney et al., 2008).

La phase d'expansion des CSM doit donc étre réalisée avec le moins de forces mécaniques possible, ceci

afin d'éviter toutes inductions de différenciation ou parfois d'apoptose.

Cette deuxieme partie de I'étude bibliographique a permis de présenter l'influence de nombreux
parametres biochimiques et physico-chimiques sur le comportement des CSM. Il est a souligner que
chaque parameétre posséde un rdle bien précis dans le fonctionnement des CSM au sein de leur niche in
vivo, et donc lors de I'expansion en culture in vitro. Selon leur nature, ces parametres indiquent a la
cellule de proliférer, de se différencier ou d’entrer en apoptose. Les conditions de culture des CSM
doivent donc étre controlées avec soin, afin de favoriser la prolifération et d'éviter toute différenciation
ou apoptose. Dans ce sens, l'utilisation de bioréacteurs contr6lés peut présenter un intérét, car elle
permet de suivre en ligne les parameétres de culture et de les réguler si besoin. Jusqu'a maintenant,
plusieurs procédés d'expansion des CSM ont été proposés, de la microplaque aux bioréacteurs controlés.

La troisieme partie de I’étude bibliographique se propose de les présenter.
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1.3. Procédés d'expansion des CSM

Les procédés d'expansion de CSM rapportés dans la littérature sont encore récents et peu nombreux.
Méme si la culture en masse de cellules animales a commencé il y a plusieurs dizaines d'années par la
culture de lignées continues, ces procédés sont en continuel développement, afin d'améliorer la croissance
des cellules, d’augmenter la quantité de protéines sécrétées, et de réduire les colts (Yokomizo et al., 2004).
Les connaissances acquises avec ces procédés peuvent étre transposées aux CSM, méme si de nombreuses
différences existent entre les CSM et les lignées continues (Placzek et al., 2009; Papoutsakis, 2009). Les
différents procédés d'expansion proposés pour les CSM seront présentés en fonction du support utilisé. Les
premiers supports statiques, tels que les flacons ou les matrices, sont mis en ceuvre avec différents modes
d’alimentation du milieu de culture. Puis, afin de pouvoir transférer les cultures de CSM en bioréacteur
controlé, I'expansion sur supports agités est réalisée avec des microporteurs. Enfin, la nécessité de produire
des cellules de meilleure qualité thérapeutique, sans trypsination des cellules et sans pollution par des fines,
oriente vers la culture sans support, telle que la culture en suspension de cellules dissociées ou sous forme

agrégée.

1.3.1. Expansion sur supports statiques

Les premiers procédés d'expansion de CSM ont été réalisés sur des supports statiques, sans agitation du
milieu de culture (Friedenstein et al.,, 1968). Ces systémes sont placés dans des incubateurs régulés en
température et en CO,(37°C, 5 % de CO,). Aprés plusieurs jours de culture, la production de lactate acidifie
le milieu. Ainsi, classiquement, le milieu de culture est changé complétement tous les 2 a 3 jours. On parle
alors de culture sous perfusion séquentielle. Comme le changement brutal du milieu de culture peut
provoquer un stress pour les cellules, une perfusion continue du milieu peut étre mise en place : le milieu
de culture est introduit dans le réacteur, et soutiré en continu a l'aide d'une pompe. Les cultures sur
supports statiques peuvent donc étre classées en fonction de I'alimentation du milieu de culture, soit en

mode de perfusion séquentielle, soit en mode de perfusion continue.

1.3.1.1. Cultures sur supports statiques en mode de perfusion séquentielle

Chronologiquement, les CSM ont d'abord été cultivées en boites de Pétri ou en flacons de verre. Puis, les
flacons traditionnels ont été remplacés par des flacons en polystyrene. Non traité, le polystyréne est une
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surface hydrophobe non chargée sur laquelle les cellules n'adhérent que faiblement. Afin d'augmenter
I'adhérence des cellules, le polystyréne est rendu hydrophile et chargé négativement par traitement
électrique a haute tension. Dans une étude d'expansion de CSM humaines, Sotiropoulou et al. (2006) ont
comparé des flacons de 75 cm? de différents fabricants. Parmi les différents fournisseurs (Falcon®, Costar®,
Nunc® et Greiner®), la meilleure croissance est obtenue aprés 4 semaines dans les flacons produits par
Falcon®. Les auteurs émettent I'hypothése que le traitement du polystyréne en chambre fermée, spécifique

a ce fabricant, diminuerait la quantité d'impuretés dans le plastique.

Les CSM présentent une inhibition de contact et proliferent en monocouche, ce qui nécessite |'utilisation
de grandes surfaces pour leur amplification (Bourin et Gadelorge, 2007). De plus, des concentrations
d'ensemencement faibles semblent bénéfiques, ce qui augmente encore les surfaces de culture nécessaires
(Javazon et al., 2001; Sekiya et al., 2002; Sotiropoulou et al., 2006; Neuhuber et al., 2008). En effet, Javazon
et al. (2001) obtiennent un facteur de multiplication des cellules de 4500 en 14 jours avec un
ensemencement de 2 cellules/cm?. De méme, Sekiya et al. (2002) obtiennent en 12 jours des facteurs de
multiplication de 500 et 30 pour des ensemencements de 10 et 1000 cellules/cm?, respectivement. Enfin,
Sotiropoulou et al. (2006) ensemencent des CSM humaines a 100 cellules/cm? et obtiennent un facteur de
multiplication de 865 en 7 jours. Toutes ces études sont effectuées a petite échelle, dans des flacons de 75
cm? ou moins. Bartmann et al. (2007) ont étudié I'expansion de CSM humaines a plus grande échelle dans
un systéme de culture de type CellFactory® (Nunc®) et a faible ensemencement. En 4 semaines, 1,5 x 10°
cellules sont obtenues sur une surface de 25 000 cm?. Cependant, méme si le facteur de multiplication est
plus élevé a une faible concentration d'ensemencement, la quantité de cellules finales est supérieure a plus

fortes concentrations d'ensemencement (Figure 22).
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Figure 22. Effet d'une concentration d’ensemencement faible en flacon de 60 cm? A: Taux de multiplication cellulaire. B:
Quantité de cellules obtenues. (Sekiya et al., 2002)
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L'un des inconvénients des flacons statiques est le risque de contamination lié aux fréquentes
manipulations lors des passages et des changements de milieu. Afin de pallier ce probléme, des systemes
de cultures automatisés en chambres stériles ont été développés (Kino-Oka et Taya, 2009). Un autre
inconvénient des flacons est la dureté du polystyrene qui peut conduire a une différenciation précoce des
cellules a long terme (Engler et al., 2006). Cela peut étre contourné en ajoutant une couche plus molle au
fond des flacons, de type gel. Les flacons offrent également peu de possibilités de contréle des parametres
physico-chimiques. Le développement de capteurs adhésifs de type Fluorometrix® ou PreSens® permet
maintenant le suivi en ligne du pH et de la concentration en oxygéne dissous. Cependant, une véritable
régulation est compliquée a mettre en place. Enfin, I'extrapolation de ce type de culture nécessite
|'utilisation de flacons a plusieurs étages de type CellFactory®, dont l'usage est contraignant, notamment au
niveau du changement de milieu ou de la trypsination des cellules. Les systemes de cultures en flacons sont

donc essentiellement adaptés a la petite échelle.

1.3.1.2. Culture sur supports statiques en mode de perfusion continue

Le mode de culture perfusée présente de nombreux avantages. Il permet d'apporter en continu les
éléments nutritifs et de soutirer les sous-produits métaboliques, tout en créant un environnement
cellulaire homogéne. Un exemple de culture sur support statique perfusée est rapporté par Scaglione et al.
(2008). Des CSM humaines sont ensemencées sur des plaques de verre de 20 cm?, et un débit de 2,8
mL/min de milieu (3888 volumes/jour) est appliqué. Aprés 10 jours de culture, 5 doublements de
population des CSM sont observés en culture statique discontinue contre seulement 3 en mode perfusé.
Les principaux facteurs de transcription ostéogénique étant augmentés lors de la culture perfusée, les
auteurs soulignent que les forces hydromécaniques générées par la perfusion pourraient induire cette

différenciation, inhibant ainsi la prolifération cellulaire.

En parallele des cultures en monocouches réalisées en flacon, les cultures perfusées peuvent aussi étre
mises en ceuvre sur des matrices statiques. Les cultures de CSM sur des matrices sont principalement
étudiées pour des applications en ingénierie tissulaire, notamment pour la différenciation ostéogénique. En
effet, la culture tridimensionnelle permet d'obtenir une architecture proche des tissus osseux.

Certains auteurs combinent I'expansion et la différenciation cellulaire dans une méme matrice. C'est le cas
de Zhao et Ma (2005), qui amplifient des CSM humaines dans des matrices de PET modifié (Figure 23). Les
cellules sont ensemencées dans des petits disques de PET comportant des pores de 20 a 50 um. Le milieu
de culture est perfusé a 0,1 mL/min et le réservoir est changé tous les 5-8 jours. Le nombre de cellules est

calculé par quantification de I'ADN aprés marquage par des sondes fluorescentes. En 40 jours, la densité
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cellulaire atteint 4,2 x 10’ cellules/mL, soit un facteur de multiplication de 53, aprés une phase de latence
de 20 jours. Les cellules sont uniformément distribuées a travers la matrice. Lors de cette étude, la culture
perfusée est comparée a des cultures en mode de perfusion séquentielle en microplaques. Les matrices en
PET ont été placées au fond des puits et le milieu est changé tous les 2 jours. Contrairement aux cultures

éme

perfusées, la concentration cellulaire en microplaques atteint un plateau a partir du 25™™ jour de culture,
avec un facteur de multiplication de 4,3. De plus, les cellules ne sont pas uniformément distribuées au sein
de la matrice, mais plut6t sous forme d'agrégats a la périphérie. Les avantages de la perfusion sont donc ici

mis en évidence lors de cultures sur matrice.
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Figure 23. Schéma de l'installation des chambres de perfusion pour la culture de CSM humaines sur support statique (Zhao et Ma,
2005)

1.3.2. Culture de CSM sur microporteurs en mode agité

Pour améliorer I'expansion des CSM, le mode de culture agitée offre de nombreux avantages par rapport a
la culture en monocouche statique. Tout d'abord, I'agitation du milieu de culture assure une plus grande
homogénéité et moins de gradients de concentration. Par ailleurs, ce mode de culture permet la mise en
ceuvre en bioréacteurs pour effectuer plus facilement le suivi en ligne et le controle de parametres
opératoires. De plus, la culture de CSM en mode agité permet |'utilisation de microporteurs qui offrent en
général un ratio de surface d'adhérence sur volume de milieu de culture supérieur aux cultures statiques,

réduisant ainsi le volume et les colts de milieu de culture.
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Les premiéres cultures de CSM sur microporteurs pour une expansion a grande échelle ont débuté avec les
travaux de Yang et al. (2007) et Frauenschuh et al. (2007). Depuis, environ une dizaine d'études ont été
réalisées qui se distinguent par la variété des parametres de culture testés lors des phases
d'ensemencement et d'expansion. Diverses stratégies ont été étudiées pour maintenir la croissance
cellulaire, comme I'alimentation en milieu de culture ou I'ajout de microporteurs. Différentes cellules ont
aussi été utilisées, comme par exemple des CSM issues de cartilage et connues pour présenter des
propriétés prolifératives plus élevées que les CSM de moelle osseuse (Sart et al., 2009 et 2010). Cependant,
il est souvent difficile de comparer quantitativement les différents travaux, puisque les méthodes de
comptage cellulaire ne sont pas standardisées. En effet, les auteurs utilisent soit des méthodes basées sur
la respiration mitochondriale, quantifiée par le MTT ou I'Alamar Blue (Yang et al., 2007; Frauenschuh et al.,
2007; Schop et al., 2008 et 2010; Han et al., 2009; Boo et al., 2011), soit des méthodes de comptage direct
apres trypsination des cellules et coloration au bleu trypan (Sart et al., 2009 et 2010; Yu et al., 2009; Sun et
al., 2010), ou apres lyse des cellules et coloration des noyaux au cristal violet (Weber et al., 2010; Hewitt et

al., 2011).

1.3.2.1. Choix des microporteurs

Les cultures de CSM sur microporteurs utilisent principalement des supports déja mis en ceuvre pour les
lignées continues adhérentes. Les porteurs les plus courants sont Cytodex 1 (Frauenschuh et al., 2007;
Schop et al., 2008 et 2010; Boo et al., 2011), Cultispher (Yang et al., 2007; Sart et al., 2009, 2010; Eibes et al.,
2010; Sun et al., 2010) et Cytodex 3 (Qiu et al., 1998; Han et al., 2009; Yu et al., 2009; Hewitt et al., 2011)
(Figure 24). Les caractéristiques des principaux microporteurs sont présentées dans le Tableau 2. Certains
ne sont proposés que par une seule étude, tels que Hillex (Meyers et al., 2005), les billes en verre (Weber et
al., 2010) et Cytopore (Yang et al., 2007). Presque tous les auteurs observent une prolifération des CSM sur

les différents microporteurs avec un facteur de multiplication d'au moins 4.

Cytodex-17 Cytopore-2™ CultiSpher-S

Figure 24. Exemples de microporteurs pour I'expansion de CSM: Cytodex 1, Cytopore 2 et Cultispher S (Yang et al., 2007).
Observation par microscopie électronique a balayage
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Tableau 2. Caractéristiques des principaux microporteurs rapportées dans la littérature pour la culture de CSM

Surface
Micro- Fournis- Références Matériau Dlémetre Macroporosité Charges ex‘terne
porteurs seurs humide (um) (um) seche
(cm?/g)
GE Frauenschuh et al., 2007; Dextrane et
Cytodex 1 Healthcare Schop et al., 2008 et DEAE 190 Non Positives 4400
2010; Boo et al., 2011 (1.5 meq/g)
Yang et al., 2007; Sart et
Cultispher Percell al., 2009 et 2010; Eibes Gélatine 255 20 Positives 2000
etal., 2010; Sun et al.,
2010
GE Qiu et al., 1998; Han et Dextrane et
Cytodex 3 al., 2009; Yu et al., 2009; - 175 Non Positives 2700
Healthcare gélatine

Hewitt et al., 2011

Polystyrene et
Hillex Solohill Meyer et al., 2005 triméthyle 170 Non Positives 515
d'ammonium

Verre Sigma Weber et al., 2010 Borosilicate 2000 Non Positives 14
GE Cellulose et
Cytopore 2 Yang et al., 2007 DEAE 240 30 Positives 5000
Healthcare
(1.8 meq/g)

1.3.2.2. Ensemencement des CSM sur les microporteurs

Parameétres d'ensemencement

L'étape d'ensemencement des cellules sur les microporteurs est souvent définie comme la plus importante
pour influencer la qualité de I'expansion cellulaire, car un maximum de cellules doit adhérer aux supports
de fagcon homogeéne. La plupart des travaux appliquent des parameétres de culture différents entre la phase
d'ensemencement et la phase d'expansion, afin de créer un environnement plus favorable a I'adhérence
cellulaire. Les parameétres concernés sont le volume de culture, la vitesse d'agitation, la densité cellulaire
initiale ou la concentration de sérum. La durée de I'ensemencement varie aussi, entre deux heures (Sun et
al., 2010; Boo et al., 2011) et sept jours (Meyers et al., 2005). Le volume de culture a I'ensemencement
peut étre diminué pour augmenter la probabilité de contacts entre cellules et microporteurs (Frauenschuh

et al., 2007; Sart et al., 2009 et 2010). Ces différents parametres sont résumés dans le Tableau 3.
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Tableau 3. Parameétres de culture pour I'ensemencement de CSM sur microporteurs

Quantité initiale de Quantité initiale de L,
es Cellules - Quantité de
Référence Microborteurs cellules cellules microporteurs
P (cellules/mL) (cellules/cm?) P
Yang et al., CSM murines 7
2007 Cultispher S (revétement fibronectine) 1,5x10 cellules au total NC 50 mg au total
Frauenschu .
h, etal., CSCMtzZ;CX'”les 7x10° 10* 12¢g/L
2007 ¥
Schop et al., CSM ovines 4 3
2008 Cytodex 1 4x10 2x10 4,6 g/L
Sartetal., CSM murines 5
2009 Cultispher S 10 NC 2e/t
Schop et al., CSM humaines " 3
2010 Cytodex 1 8x10 4x10 4,5g/L
Sartetal., CSM murines 4
2010 Cultispher S 1,2x10 NC 2e/t
Weber et CSM-TERT humaines 4 4 3, L
al., 2010 billes de verre 10 10 300 cm?” (it fixe)
Sunetal,, CSM humaines 4 4
2010 Cultispher G >x10 1,1x10 e/t
Boo et al., CSM lapines 5
2011 Cytodex 1 1,2x10 NC e/t
Hewitt et CSM humaines 4
al., 2011 Cytodex 3 1,5x10 NC le/t
NC : non communiqué, TERT : telomerase reverse transcriptase.
Tableau 3 (suite). Paramétres de culture pour I'ensemencement de CSM sur microporteurs
Durée
Référence Volume (mL) Agitation Efficacité d'attachement ‘de la phase
d'ensemencem
ent
Yangetal.,
2007 NC non NC 24
Frauenschuh, et 14 5sa20rpm+ 95 % 3
al., 2007 (1/3 du volume final) 20 min statique ?
Schop et al., L . .
2008 50 2 min a 30 rpm + 30 min statique NC 18
Sartetal.,, 50 N . .
2009 (% du volume final) 3 min a 70 rpm + 30 min statique NC 4
Schop et al., 0
2010 50 30 rpm 57 % 18
Sartetal.,, 50 N . .
2010 (% du volume final) 3 min a 70 rpm + 30 min statique NC 4
Weber et al., 3
2010 4,8x 10 non NC NC
Sun et al., 2010 De 50 a 200 30 min 25 rpm + 10 min statique NC 2
Boo et al., 2011 25 2 min 30 rpm + 30 min statique NC 2
Hewitt et al.,
2011 100 Oou30rpm NC 24

MTT : diméthyle-thiozol-2-yl-2,5-diphényl-tetrazolium bromide, NC : non communiqué.
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Influence de I'agitation

La majorité des études appliquent une agitation intermittente lors de I'ensemencement (Frauenschuh et al.,
2007; Schop et al., 2008; Sart et al., 2009 et 2010; Sun et al., 2010; Boo et al., 2011). Elle comprend une
phase d'agitation, qui varie de 5 secondes a 30 min, suivie d'une phase statique de 10 a 30 min. Hewitt et al.
(2011) ont comparé la croissance de CSM humaines avec ou sans agitation a 30 rpm pendant les 24
premiéres heures de culture. Les facteurs de multiplication étaient respectivement de 13 et 20, avec et
sans agitation. Dans ce cas, les conditions statiques permettraient probablement une plus grande durée de

contact entre les microporteurs et les cellules, ce qui favoriserait ensuite la prolifération.

Influence de la concentration cellulaire initiale

Concernant la densité d'ensemencement, les études de Sun et al. (2010) et Sart et al. (2010) ont montré
gu'une densité plus faible favorise un facteur de multiplication des cellules plus élevé. En neuf jours de
culture de CSM humaines sur Cultispher G, Sun et al. (2010) ont obtenu un facteur d'environ 7 avec une
concentration d'ensemencement de 0,7 x 10* cellules/cm?, alors que ce facteur n'atteint qu'environ 3 avec
une concentration d'ensemencement de 2,2 x 10* cellules/cm?2. De méme, Sart et al. (2010) ont obtenu,
apres six jours de culture de CSM de rat sur Cultispher S, un facteur de multiplication de 5 avec un
ensemencement de 15 cellules/porteur et un facteur de multiplication de seulement 2 avec un
ensemencement de 100 cellules/porteur (Figure 25). Enfin, Hewitt et al. (2011) ont observé un facteur de
multiplication de CSM humaines de 20 et 6 avec respectivement un ensemencement de 5 et 10

cellules/porteurs.

Multiplcation ratio
w

Figure 25. Influence du nombre de cellules par porteur a I'ensemencement (A) sur le facteur de multiplication de CSM murines
(« Multiplication ratio »)(Sart et al., 2010)
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Influence de la concentration en microporteurs

Concernant la concentration en microporteurs, Sart et al. (2010) ont observé des croissances cellulaires
similaires de CSM murines avec trois concentrations de Cultispher S (1, 2 et 3 g/L). En revanche, Hewitt et al.
(2011) ont obtenu une croissance cellulaire de CSM humaines plus faible a une concentration de 2,5 g/L par
rapport a 1 g/L de Cytodex 3. Cette diminution de la prolifération a une concentration de porteurs plus

élevée pourrait résulter d'une augmentation de collisions entre microporteurs (Croughan et al., 2000).

Influence du type de microporteurs

L'efficacité d'adhérence des CSM dépend également de la nature du microporteur. Schop et al. (2010) ont
testé l'adhérence de CSM humaines sur neuf types de microporteurs : Cytodex 1 et 3, ainsi que sept
microporteurs en polystyrene avec diverses caractéristiques: chargé positivement («Hillex II»), réticulé
(«Plastic», «Plastic Plus»), recouvert avec de la fibronectine («ProNectin®F»), recouvert avec du verre
(«Glass»), recouvert avec de la gélatine cationique («FACT Ill») ou recouvert avec de la gélatine non
cationique («Collagene»). Les cellules sont ensemencées dans des microplaques agitées, a une
concentration de 5000 cellules/cm? pendant 18 heures. L'adhérence des cellules, mesurée par Alamar blue,
varie de 11 % sur Hillex 1l a 57 % sur Cytodex 1 (Schop et al., 2010) (Figure 26). Frauenschuh et al. ont
montré également une adhérence plus rapide de CSM porcines sur Cytodex 1 que sur Cytodex 2 ou 3
(Frauenschuh et al., 2007; Figure 27). Cela peut provenir du nombre de charges plus adapté a I'adhérence

des CSM sur Cytodex 1 que sur les autres microporteurs.

Hillex® Il ] o <0,0001
Class =0.0006
Plastic jp=<0.0001
Collagen p=0.0064
Plastic Plus p=0.0002
FACT Il =0.0013
ProNectin®F lom <0 0001
Cytodex 3 p=0.0046
Cytodex 1 [oiii ittt D T D DD N —
0 10 20 30 4;3 50 6‘0
Efficacité d’ensemencement (%)

Figure 26. Efficacité d’ensemencement de CSM humaines sur différents microporteurs (Schop et al., 2010)
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Figure 27. Adhérence de CSM porcines sur les microporteurs Cytodex 1, 2 et 3 (Frauenschuh et al., 2007)

1.3.2.3. Expansion des CSM sur microporteurs

Parameétres d'expansion cellulaire

Apres la phase d'adhérence, les CSM entrent en phase d’expansion. La prolifération cellulaire débute
souvent dés les premieres 24 heures de culture. Contrairement a la phase initiale d'adhérence, I'agitation
est généralement continue lors de cette phase. Seuls Han et al. (2009) et Hewitt et al. (2011) ont utilisé des
conditions de culture statique, et seuls Frauenschuh et al. (2007) ont utilisé une agitation intermittente,
avec une agitation de 20 rpm pendant 10 secondes et une phase statique de 20 min. Tous les autres
travaux, réalisés en spinner, appliquent une agitation continue entre 15 rpm (Boo et al., 2011) et 70 rpm
(Sart et al., 2009, 2010). Les volumes de culture varient entre 25 mL (Boo et al., 2011) et 1 L (Sart et al.,
2009). Les concentrations de cellules et de microporteurs au début de la phase d'expansion varient
grandement, de 1,2 x 10" cellules/mL (Sart et al., 2009) a 2,5 x 10° cellules/mL (Frauenschuh et al., 2007), et
de 1 g/L de Cultispher S (Sart et al.,, 2009) a 10 g/L de Cytodex 3 (Yu et al.,, 2009). Les parameétres

d'expansion cellulaire utilisés dans les travaux rapportés dans la littérature sont résumés dans le Tableau 4.
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Tableau 4. Parameétres de culture lors de la phase d'expansion de CSM sur microporteurs

Référence

Cellules, Microporteurs

Alimentation en milieu de culture

Quantité de cellules au
début de I'expansion

Yang et al., 2007

CSM murines

Cultispher S (revétement fibronectine)

j5, puis tous les 3 jours

1,5x 10

Frauenschuh et al., 2007

CSM porcines, Cytodex 1

Remplace 50 % tous les 2 jours

2,5 x 10° cellules/mL

Schop et al., 2008

CSM ovines, Cytodex 1

Remplace 50 % apreés 18 h
puis ajoute 30%

4 x 10" cellules/mL

Han et al., 2009

CSM humaines, Cytodex 3

NC

3 x 10° cellules/mL

Sart et al., 2009

CSM murines, Cultispher S

Remplace 50 % a J3

5 x 10° cellules/mL

CSM murines, Cultispher S

Remplace 50 % tous les 3 jours

5 x 10° cellules/mL

CSM murines, Cultispher S

Remplace 50 % tous les 3 jours

5 x 10° cellules/mL

Yu et al., 2009

CSM placenta humain, Cytodex 3

NC

10* cellules/mL

Eibes et al., 2010

CSM humaines
Cultispher S revétement SVF

Remplace 25 % tous les jours a partir

deJ3

5 x 10° cellules/mL

Schop et al., 2010

CSM humaines, Cytodex 1

Remplace 50 % et ajoute 30 % avec des

porteurs tous les 3 jours

8 x 10° cellules/mL

Sart et al., 2010

CSM murines, Cultispher S

Remplace 50 % tous les 2 jours

1,2 x 10° cellules/mL

Weber et al., 2010

CSM-TERT humaines
billes de verre (2 mm)

Remplace 100 % tous les 5-8 jours

1,2 x 10° cellules/cm®

Sun et al., 2010

CSM humaines, Cultispher G

Ajoute 100 % tous les 3 jours

5 x 10° cellules/mL

Boo et al., 2011

CSM lapines, Cytodex 1

Remplace 50 % tous les 3 jours

1,2 x 10° cellules/mL

Hewitt et al., 2011

CSM humaines, Cytodex 3

NC

1,5 x 10 cellules/mL

Tableau 4 (suite). Paramétres de culture lors de la phase d'expansion de CSM sur microporteurs

Référence in:ri:tci;feduis Volumint:t)culture Agitation Durée de I'expansion (j)
Yang et al., 2007 50 mg NC 15-50 rpm 35
Frauenschuh, et al., 2007 4g/L 40 10 s a 20 rpm + 20 min statique 28
Schop et al., 2008 4,6 g/L 50 30 rpm 15
Han et al., 2009 10 g/L 0,1 statique 9
1g/l 100 70 rom 3
Sart et al., 2009 1g/l 10° 70 rpm 5
1g/L puis 2 g/L 100 70 rpm 11
Yu et al., 2009 10 g/L NC 40-60 rpm 5
Eibes et al., 2010 2g/L NC NC 8
Schop et al., 2010 4,5g/L 50 40 rpm 9
Sart et al., 2010 1g/L 100 70 rpm 6
Weber et al., 2010 300 cm’ (lit fixe) 4,8x10° statique 7
Sun et al., 2010 3g/L 200 25 rpm 9
Boo et al., 2011 3g/L 25 15 rpm 14
Hewitt et al., 2011 1g/L 100 30 rpm 7

NC : non communiqué

[Etude bibliographique]

55




Influence des changements de milieu de culture

Apres quelques jours de culture en mode discontinu, la concentration des CSM adhérées sur les
microporteurs a tendance a diminuer. Ce phénomene peut résulter d'un manque d'éléments nutritifs, d'un
exceés de produits métaboliques, ou encore d'un manque de surface d'adhérence. Afin de maintenir la
croissance des CSM, plusieurs méthodes sont alors envisagées, telles que le changement ou l'ajout de
milieu frais, combiné ou non a un ajout de porteurs frais. La majorité des travaux effectuent des
remplacement de milieu réguliers, de 25 % tous les jours (Eibes et al., 2010), a 50 % tous les 2 ou 3 jours. Au
lieu de remplacer le milieu, certaines études rapportent I'ajout de milieu sans soutirage, comme les travaux
de Sun et al. (2010) ou 100 % de milieu sont ajoutés tous les 3 jours. Les résultats de cette étude montrent
cependant qu'il est plus avantageux de remplacer 50 % de milieu (facteur de multiplication cellulaire de
4,8), que d'ajouter 100 % de milieu (facteur de multiplication cellulaire de 2,9). Dans ces conditions de

culture, une dilution trop importante des cellules semble donc ralentir la croissance des CSM.

Influence de I'ajout de microporteurs

L'ajout de microporteurs en cours de culture utilise la capacité des CSM a migrer d'un porteur a un autre,
sans nécessité de trypsination des cellules lorsque les porteurs sont a confluence (Frauenschuh et al., 2007;
Schop et al., 2008 et 2010; Sart et al., 2009 et 2010; Sun et al., 2010). Frauenschuh et al. (2007) ajoutent la

éme

méme quantité initiale de Cytodex 1 (4 g/L) au 14°™ jour de culture. Les résultats montrent que la
colonisation des nouveaux porteurs atteint 80 % au 24émejour (Figure 28). L'agitation étant intermittente

tout au long de la culture, les cellules sont ainsi régulierement en contact direct avec les porteurs neufs.
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Figure 28. Effet de I'ajout de microporteurs en cours de culture sur la croissance de CSM porcines (Frauenschuh et al., 2007)
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Dans I|'étude de Sart et al. (2009), les microporteurs sont ajoutés des le 4°me jour de culture lorsque les
cellules atteignent la confluence. L'ajout est suivi d'une phase d'agitation intermittente de 4 heures. Aprés
I'ajout des porteurs, une phase de latence de 2 jours est observée. En fin de culture, la concentration
cellulaire atteint 1,5 x 10° cellules/mL, soit un facteur de multiplication de 30 (Figure 29). L'expansion des

CSM peut donc bénéficier avantageusement d'un ajout de microporteurs aprés quelques jours de culture.

16x108

6
~14x107F Ajout de

Tl microporteurs
2 X .

1x10°8
8x10°

6x10°

Cell density (cells/mL

4x10°%

2x10°%

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1
Time (days)

Figure 29. Effet de I'ajout de microporteurs au qtme jour sur la croissance de CSM murines sur Cultispher S (adapté de Sart et al.,
2009)

L'ajout des microporteurs peut étre réalisé en plusieurs étapes. En effet, Sun et al. (2010) comparent une
culture de CSM humaines avec un ajout unique de microporteurs au 3eme jour de culture (facteur de
multiplication cellulaire de 5,8) ou avec des ajouts aux 3°™ et 6°™ jours de culture (facteur de
multiplication cellulaire de 11,2). Dans leurs conditions de culture, des ajouts de microporteurs successifs

permettent ainsi de doubler le facteur de multiplication.

Enfin, l'influence du changement de milieu de culture combiné a des ajouts successifs de microporteurs a
été analysée dans les travaux de Schop et al. (2008) avec des CSM humaines. Les résultats montrent que
sans aucun ajout, les cellules atteignent un facteur de multiplication de 2,5, avant une phase de déclin.
L'ajout de 30 % de milieu de culture tous les 3 jours permet de multiplier le nombre de cellules initiales par
3,5, avec une phase stationnaire. Enfin, la culture réalisée avec l'ajout de 30 % de milieu et un ajout de
microporteurs permet d'atteindre un facteur de multiplication de 6, sans phase de déclin ni stationnaire
(Figure 30). Cette étude semble donc indiquer que I'ajout de milieu permettrait le maintien du nombre de
cellules viables, alors que I'ajout de milieu, couplé a celui de porteur frais, favoriserait une densité cellulaire

maximale plus élevée.
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Figure 30. Effet de I'ajout de microporteurs et de changement de milieu en cours de culture de CSM humaines. O : pas d'ajout
de microporteurs ni de changement de milieu. [1: Remplacement de milieu tous les 3 jours. ll: Remplacement de milieu et
ajout de microporteurs tous les 3 jours (Schop et al., 2010)

Influence de I'ajout de facteurs de croissance

Une étude de Sart et al. (2010) compare différentes stratégies d'alimentation de milieu de culture, de
microporteurs et de facteurs de croissance (Figure 31). Un remplacement de 50 % du volume de milieu tous
les 2 jours permet de doubler la concentration cellulaire finale (facteur = 1) par rapport a une culture en

éme

mode discontinu (facteur = 0,5). Par ailleurs, un remplacement de 50 % de milieu au 4" jour par du milieu
contenant du SVF, du FGF2 ou du TGF-B permet d'augmenter le facteur de multiplication cellulaire de 1,5,
1,6 et 1,2, respectivement. De plus, I'ajout simultané de SVF et de TGF-B assure une meilleure croissance
cellulaire, avec un facteur de 1,9. Ces ajouts simultanés permettent méme d'atteindre de meilleures
performances que lors de I'ajout de microporteurs seul (facteur de 1,7). Les auteurs démontrent ainsi que

I'ajout de facteurs de croissance en cours de culture serait un facteur essentiel pour la croissance des CSM

sur microporteurs.
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Figure 31. Efficacité des modes de culture pour améliorer I'extension de la croissance de CSM murines sur Cultispher S comparé a
la culture en mode de perfusion séquentielle (* = p-value (t-test) < 0,005 ). (Sart et al., 2010)

En résumé, l'ensemble des études montre que le remplacement de milieu de culture, avec des
microporteurs frais et des facteurs de croissance, permet de prolonger la croissance des CSM. Ces cellules
sont capables de coloniser de nouveaux porteurs tels que Cytodex 1, Cultispher S et G. Ainsi, ces différents
ajouts semblent représenter une stratégie intéressante pour améliorer les procédés d'expansion des CSM.
Cependant, il semble aussi nécessaire de mieux identifier les facteurs limitant la croissance des CSM dans

ce mode de culture.

1.3.2.4. Suivi et controle des parametres physico-chimiques des cultures de CSM sur
microporteurs

En plus du choix du microporteur et des paramétres d'ensemencement et d'expansion, trois études
proposent le suivi et le contréle des paramétres physico-chimiques pour améliorer la croissance des CSM
sur microporteurs. Yu et al. (2009) ont réalisé le suivi hors ligne du pH et de I'osmolarité d'une culture de
CSM provenant de placenta humain sur Cytodex 3. lls observent que le pH se maintient entre 6,8 et 7,4, et
I'osmolarité entre 300 et 320 mmOsmol/kg sur 6 jours de culture, avec des changements de milieu

réguliers (non précisé dans l'article).

Dans I'étude de Weber et al. (2010), des CSM humaines immortalisées sont cultivées sur des microporteurs
en verre de 2 mm de diametre. Les billes sont mises en ceuvre dans un réacteur perfusé en lit fixe de 300
cm?, soit une surface de 5500 cm?, dans un volume de milieu de 4,8 L. Ce bioréacteur permet

I'automatisation de I'ensemencement, de I'expansion et de la récolte des cellules. Le comptage des cellules
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en ligne étant impossible, des capteurs optiques (PreSens®) a l'entrée et a la sortie de la perfusion
permettent de suivre en ligne le taux d'oxygene dissous. Pendant 7 jours, la saturation en oxygéne est
stable a I'entrée de la perfusion, entre 90 et 100 %, alors qu'elle chute a 58 % en sortie de perfusion. La
consommation d'oxygéne est ainsi estimée a 1,08 x 10® mg/heure/cellule, grace a un comptage final des
noyaux des cellules en fin de culture (méthode du cristal violet). Il n’y a ici pas de prise en compte d’une

éventuelle lyse cellulaire.

Enfin, I'étude de Sart et al. (2010) rapporte un suivi en ligne de I'oxygéne dissous dans un spinner de 250
mL, avec une sonde a oxygene galvanométrique. De l'air additionné de 5 % de CO, est apporté dans le
spinner par une buse a un débit de 20 mL/min. Cette aération permet une vitesse de croissance supérieure,
méme si la concentration cellulaire finale est similaire a celle de cultures sans aération (5 x 10° cellules/mL).
Dans ce cas, il apparait que I'oxygene n'est pas limitant pour la prolifération des CSM, la vitesse spécifique

' mol/seconde/cellule (soit 0,4 x 108

de consommation d'oxygéne sur Cultispher S étant de 8,2 x 10
mg/heure/cellule). Cet ordre de grandeur est comparable a la valeur rapportée dans I'étude de Weber et al.
(2010).

L'une des seules études rapportant une régulation des parameétres physico-chimiques de culture de CSM
sur microporteurs est celle de Schop (2010). Des CSM humaines étaient cultivées dans un bioréacteur de 1
L (Applikon®) muni d'une hélice marine. Les parametres régulés étaient la température (37°C), la fréquence
d'agitation (45-90 rpm), le pH (7,2-7,3) et le taux d'oxygeéne dissous (4 ou 21 % de la saturation en air). Alors
qgue le taux d'oxygéne dissous ne semblait pas affecter les cellules, la régulation du pH prolongeait la
croissance cellulaire par comparaison a une culture sans régulation de pH, pour laquelle le pH décroissait
jusqu'a 6,6 en 13 jours. Il est intéressant de constater que la vitesse spécifique maximale de croissance en

spinner était de 0,02 h™", alors qu’elle n’était que de 0,01 h™ en bioréacteur contrélé. L'agitation par hélice

marine pourrait expliquer cet effet sur la croissance des CSM.

1.3.2.5. Performances de croissance des CSM sur microporteurs

Les vitesses spécifiques de croissance rapportées par Sun et al. (2010) pour des CSM humaines, et par Sart
et al. (2010) pour des CSM murines sont assez élevées (0,04 h™). Schop et al. (2010) et Eibes et al. (2010)
rapportent des valeurs plus faibles (0,02 h™) pour des CSM humaines. En ne prenant en compte que le
nombre final de cellules totales, les meilleurs résultats sont obtenus par Sart et al. (2009) avec 7 x 10°
cellules produites en 5 jours de culture dans un bioréacteur de 1 L, et Weber et al. (2010) avec 6 x 10°
cellules produites en 7 jours dans un bioréacteur a lit fixe de 300 cm?. Par ailleurs, la concentration

cellulaire la plus élevée est rapportée par Sart et al. (2009), avec une valeur de 1,5 x 10° cellules/mL. Enfin,
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les facteurs de multiplication cellulaire les plus élevés sont montrés par Sart et al. (2009) avec un facteur de
30 en 11 jours de culture, et par Hewitt et al. (2011) avec un facteur de 20 en 10 jours. Ces résultats sont

résumés dans le Tableau 5. IIs doivent cependant étre comparés avec précaution en raison des différentes

méthodes de comptage cellulaire utilisées.

Tableau 5. Comparaison des performances de croissance de CSM dans des différents systémes d'expansion

e Cellules Facteur de multiplication | Nombre maximal de Durée de Méthode de
Référence . R culture
Microporteurs cellulaire cellules Q) comptage
Yane et al CSM murines
8 v Cultispher S (revétement 8,3 NC 35 MTT
2007 ) .
fibronectine)
Frauenschuh et CSM porcines 7
al., 2007 Cytodex 1 45 45x10 28 MTT
Schop et al., CSM ovines 7 7
2008 Cytodex 1 1,4x 10 15 Alamar blue
Han et al., CSM humaines 4
2009 Cytodex 3 48 1,4x10 9 MTT
CSM murines 7
Cultispher S 18 9x10 3 Bleu trypan
sartev al, CSM murines 14 7x10® 5 Bleu trypan
2009 Cultispher S P
CSM murines 3
Cultispher S 30 1,5x10 11 Bleu trypan
Yuetal., CSM placenta humain
2009 Cytodex 3 10 NC 5 Bleu trypan
Eibes et al CSM humaines
v Cultispher S (revétement 8,4 NC 8 NC
2010
SVF)
Schop et al., CSM humaines 7
2010 Cytodex 1 17 6,8x 10 9 Alamar blue
Sartetal.,, CSM murines 3
2010 Cultispher S 15 7,5x10 6 Bleu trypan
Weber et al., CSM-TERT humaines 17 6 x 10° 7 Cristal violet
2010 billes de verre (2 mm) (Un point final)
Sunetal,, CSM humaines 3
2010 Cultispher G 11 2,8x10 9 Bleu trypan
Boo et al., CSM lapines 5 7
2011 Cytodex 1 1,5x10 14 MTT
Hewitt et al., CSM humaines 7 . .
2011 Cytodex 3 20 3x10 7 Cristal violet

MTT:diméthyle-thiozol-2-yl-2,5-diphényl-tetrazolium bromide, NC: non communiqué, TERT : telomerase reverse transcriptase.
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1.3.2.6. Organisation cellulaire des CSM sur microporteurs

L'organisation cellulaire des CSM sur les microporteurs varie en cours de culture. Une agrégation cellulaire
est souvent observée apres plusieurs jours de culture (Schop et al., 2010; Frauenschuh et al., 2007; Eibes et
al., 2010), et peut étre limitée par I'ajout de microporteurs (Schop et al., 2010). Les agrégats peuvent étre
composés de cellules et de microporteurs (Eibes et al., 2010; Frauenschuh et al., 2007) (Figure 32 et 33), ou

uniquement de cellules (Schop et al., 2010) (Figure 34).

Figure 32. Observation par microscopie optique (A-C-E) ou électronique a balayage (B-D-F) de CSM porcines cultivées sur
Cytodex 1 a I'ensemencement (A-B), apres 14 jours de culture (C-D) et aprés 28 jours de culture (Frauenschuh et al., 2007)

Fa% R 8

Day 2 Day 5 Day 8 Day 10

Figure 33. Observation microscopique de CSM humaines cultivées sur Cultispher S au cours du temps. A : marquage des cellules
par MTT; B : marquage des cellules par sondes fluorescentes liées a I'ADN (Dapi) (Eibes et al., 2010)
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Figure 34. Observation microscopique de CSM humaines sur Cytodex 1 en fonction du changement de milieu et de I'ajout de
microporteurs. A et D : ajout de 30 % de milieu; B et E: ajout de 30 % de milieu et de microporteurs; C et F : aucun ajout (A-C : 20
x; D-F : 100 x) (Schop et al., 2010)

1.3.3. Culture de CSM sans support d'adhérence en mode agité

Une technique récente consiste a cultiver les CSM sans support d'adhérence. Au lieu d'adhérer a des
flacons ou a des microporteurs, les cellules sont simplement placées en suspension. Les cellules sont soit
sous forme individuelle, soit sous forme d'agrégats de taille variable. Ces cultures nécessitent des

conditions opératoires particuliéres, comme I'ajout de facteurs de croissance.

1.3.3.1. Culture de CSM en suspension unicellulaire

Origine de la culture en suspension unicellulaire de cellules souches

La culture en suspension unicellulaire est une technique utilisée depuis des décennies pour les lignées
continues. Par rapport aux cultures avec supports d'adhérence, elle permet d'atteindre des concentrations
cellulaires plus élevées, et facilite I'extrapolation en gardant une homogénéité de la culture (Griffiths, 2001).
Les premiéres cultures de cellules souches en suspension ont été mises en ceuvre pour des cellules non
adhérentes, comme les cellules souches hématopoiétiques (CSH) (Andrade-Zaldivar et al., 2008). Les CSM
sont cependant connues pour leur dépendance a l'adhérence concernant leur survie et leur prolifération
(Benoit et al., 2007). Certaines informations rapportées dans la littérature semblent pourtant indiquer que
les CSM pourraient survivre et proliférer sans adhérence. En effet, des CSM sont présentes dans le sang
périphérique et celui du cordon ombilical sous une forme non adhérée (Roufosse et al., 2004). De plus, la

morphologie des CSM au sein de la moelle osseuse, notamment par rapport a I'adhérence, n'est pas
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clairement définie (Zhang et al., 2009). La dépendance des CSM a l'adhérence comme caractéristique des

CSM reste peut-étre a réexaminer (Dominici et al., 2006).

Mise en ceuvre de culture de CSM en suspension

La mise en suspension des CSM doit étre effectuée juste apres leur extraction de la moelle osseuse (Baksh
et al., 2003 et 2007; Chen et al., 2006), ou par sélection d'une sous-population non adhérente (Zhang et al.,
2009). Les cellules sont placées dans des boites de Pétri statiques (Zhang et al., 2009), des spinners siliconés

(Baksh et al., 2003 et 2007), ou des bioréacteurs a agitation rotative (Chen et al., 2006).

Les milieux de culture utilisés sont du DMEM supplémenté de 10 % de SVF (Zhang et al., 2009) ou du milieu
sans sérum Myelocult® (StemCell Technologies Inc), supplémenté par diverses cytokines recombinantes
humaines (Baksh et al., 2003 et 2007; Chen et al., 2006). Le milieu est changé régulierement, environ 20 %
tous les jours (Chen et al., 2006), ou 1/3 toutes les semaines (Baksh et al., 2003 et 2007), sans rétention des
cellules. Les quantités initiales de cellules varient de 2 x 10° cellules/mL (Baksh et al., 2007) a 10°
cellules/mL (Baksh et al., 2003; Zhang et al., 2009). Les volumes de cultures varient de 10 mL (Zhang et al.,
2009) a 100 mL (Baksh et al., 2007). Les systemes sont statiques (Zhang et al., 2009) ou agités avec des
fréquences d'agitation de 20 rpm (Chen et al., 2006) a 40 rpm (Baksh et al., 2003 et 2007). L'ensemble des

parameétres de culture est résumé dans le Tableau 6.

Tableau 6. Paramétres de culture de CSM sans support d'adhérence

s Systéme de - Changement de milieu | Concentration | Volume .
Référence Cellules Milieu de culture Agitation
culture de culture (cellules/mL) (mL)
Cellules dérivées | Spinner, mise MyeloCult®
Baksh et de la moelle en suspension 2 ng/mL rhiL-3 Chaque semaine, 10° 50 40 rom
al., 2003 osseuse juste apres 10 ng/mL rhSF changement de 30 % P
humaine I’extraction 30 ng/mL rhPDGF-BB
0,
Cellules dérivées Bioréacteur MyeloCult®, 50 Chaggt:;?ﬁ:j Saenio %
Chen et de la moelle . ng/mL SCF, 10 ng/mL , . 3
al., 2006 osseuse rotatif (RCCS, L3 et IL.6, 10°M retentlo.n de c‘eIIuIe.s 4,7x 10 50 20 rpm
. Synthecon®) . tous les jours a partir
humaine hydrocortisone
del3
Cellules dérivées Chaque semaine
MyeloCult® ¢
Baksh et del I h tde 309
aksh € € fa moefle Spinner 2 ng/mL rhiL-3 changement de 30 % 1,9x10° 100 | 40rpm
al., 2007 osseuse sans rétention des
. 10 ng/mL rhSF
humaine cellules
Cellules dérivées N .
Zhang et de la moelle Boite de Pétri DMEM, 10 % SVF, Tous les jours 10° 10 Statique
al., 2009 _ (55 cm2) 1,25(0H),Ds ) q
osseuse murine

IL : Interleukine; NC : non communiqué; SF : steel factor; SVF : sérum de veau feetal; rh : recombinant humain; SCF : Steel Factor
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Performances de croissance des CSM en suspension

La croissance des cellules est quantifiée par comptage des colonies (CFU-F). Cette méthode consiste a
ensemencer les cellules a une faible concentration en plaques micropuits (100 cellules/puits), et a les
cultiver pendant plusieurs jours. Le milieux de culture est ensuite retiré, et les cellules marquées au cristal
violet. Seules les colonies visibles a I'ceil nu sont énumérées, correspondant a plus de 50 cellules par
colonie. Cette méthode, basée sur le postulat qu'une cellule forme une colonie, révele que les facteurs de
multiplication des CSM en suspension varient de 2,4 en 4 jours (Zhang et al., 2009) a 29 en 8 jours (Chen et
al., 2006). Les cellules conservent une morphologie ronde au cours de la culture (Figure 35). Une agrégation
des CSM est tout de méme observée apres 8 jours de culture dans le bioréacteur rotatif (Chen et al., 2006),
de fagcon concomitante avec une baisse de la concentration cellulaire. Cette agrégation est accrue si la
fréquence d'agitation du bioréacteur rotatif est de 10, 15 ou 23 rpm, au lieu de 20 rpm. L'ensemble des

résultats rapportés dans la littérature est résumé dans le Tableau 7.

Figure 35. Morphologie de CSM humaines aprés 21 jours de culture en suspension a différents grossissements par microscopie
électronique a balayage (Baksh et al., 2007)

Tableau 7. Performances de croissance cellulaire de CSM en suspension

e . Facteur de multiplication Concentration finale de Durée de culture
Référence Systéme de culture . X

cellulaire cellules (cellules/mL) (1))

Baksh et al., 2003 Spinner 14 1,4 x 10’ 21
Bioréacteur rotatif 6
. 1,2x1
Chen et al., 2006 (RCCS, Synthecon®) 29 ,2x 10 8
Baksh et al., 2007 Spinner 7 1,3x 10" 42
Zhang et al., 2009 | Boite de Pétri (55 cm?) 2,4 2,4x10° 4
65

[Etude bibliographique]



Limites de la culture de CSM en suspension

Bien que la culture en suspension se rapproche de la structure tridimensionnelle des cellules in vivo (Chen
et al.,, 2006), que la culture en bioréacteur rotatif est extrapolable (Zandstra et al., 1994), et que la
multipotence des cellules est maintenue lors des différentes cultures en suspension (Baksh et al., 2003 et
2007; Chen et al., 2006; Zhang et al, 2009), I'inconvénient principal reste I'absence de purification des
cellules. En effet, la moelle osseuse est directement ensemencée dans les systémes de culture, les CSM
étant alors cultivées avec tous les autres types cellulaires, tels que les cellules souches hématopoiétiques,
les macrophages, les adipocytes, etc. Une méthode de purification pourrait étre développée en amont, par
exemple par cytométrie en flux. De plus, des facteurs de croissance onéreux sont utilisés a de fortes
concentrations (Baksh et al., 2003 et 2007; Chen et al., 2006), ce qui pourrait constituer un frein a la

montée en échelle.

1.3.3.2. Culture de CSM sous forme d’agrégats

La culture de cellules eucaryotes sous forme agrégée a d'abord été utilisée pour les lignées cellulaires
continues de types Véro (Goetghebeur et Hu, 1990), BHK (Moreira et al., 1995) ou HEK (Liu et al., 2006).
Plus récemment, elle a été mise en ceuvre pour les cellules souches embryonnaires (Bauwens et al., 2008),
les cellules souches neuronales (Baghbaderani et al., 2011; Gilbertson et al., 2006; Kallos et al., 2003; Ng et
Chase, 2008) ainsi que les cellules souches de pancréas (Serra et al., 2009). Les agrégats sont plus résistants
aux contraintes hydrodynamiques et nécessitent moins de facteurs de croissance (Fok et Zandstra, 2005).
De plus, ils permettent d'atteindre des concentrations cellulaires plus élevées (Goetghebeur et al., 1990).
Certains inconvénients sont toutefois a prendre en compte, comme les limitations diffusionnelles des
éléments nutritifs a l'intérieur des agrégats (Mohamet et al., 2010), ou encore la difficulté a contréler la

taille des agrégats (Nie et al., 2009).

L'intérét des CSM sous forme agrégée a été plus particulierement souligné par Potapova et al. (2007).
Comparées a des CSM cultivées en monocouche, les CSM cultivées en sphéroides produisent 5 a 20 fois
plus de facteurs de croissance comme le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ou le FGF2, qui servent
de médiateurs trophiques pour les cellules endothéliales. Les sphéroides auraient également des besoins
réduits en sérum par rapport a des cellules cultivées en monocouche. En 2008, Potapova et al. ajoutent que
les CSM sous forme de sphéroides présentent une plus grande quantité de CXCR-4, récepteurs permettant
I'adhérence aux cellules endothéliales. De plus, Wang et al. (2009) ont observé un potentiel de

différenciation accru, et Bartosh et al. (2010) ont révélé un potentiel anti-inflammatoire plus élevé chez les
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CSM organisées en sphéroides qu'en monocouche. En parallele, deux études affirment que les CSM
organisées en agrégats présentent un grand intérét pour les thérapies cellulaires (Wang et al., 2009; Lee et
al., 2009). En effet, I'utilisation de CSM en sphéroides ne nécessite pas d'étape de trypsination, préservant
leurs matrices extracellulaires et leurs jonctions intercellulaires. Ceci réduit les durées d'adhérence, de

migration et de prolifération des cellules au site d’injection chez les patients.

Deux études ont rapporté la production de CSM en bioréacteur sous forme de sphéroides. Dans la premiere
(Frith et al., 2010), des CSM ont été cultivées en spinner et en réacteur Couette. Quant a la seconde
(Subramanian et al., 2010), elle décrit la culture de MAPC (Multipotent Adult Progenitor Cells), une sous-
population tres proliférative de CSM, en spinner de 250 mL. Les résultats sont encourageants, avec un
facteur de multiplication cellulaire de 80 en 6 jours. Cependant, beaucoup de parameétres restent a
maitriser, comme par exemple la taille des agrégats. La revue de Saleh et Genever (2011) prédit que la
culture en agrégats s'imposera de plus en plus, notamment du faite des similarités entre les
microenvironnements au sein des agrégats et ceux des tissus in vivo. A noter que les agrégats peuvent aussi
étre encapsulés pour les protéger des conditions extérieures. Cependant, les études d'encapsulation de
CSM ont été dédiées a la différenciation et non a I'expansion jusqu'a présent (Bartorsky et al., 2005; Benoit
et al., 2007; Freimark et al.,, 2010; Karlsen et al., 2011). La culture de CSM en suspension, sous forme
unicellulaire ou agrégée, représente donc un procédé prometteur, mais encore mal maitrisé.

Les procédés d'expansion de CSM sont nécessaires a leur utilisation thérapeutique, et doivent tenir
compte des parametres biochimiques et physico-chimiques appliqués. En effet, de nombreux composés
biochimiques présentent une influence sur la prolifération, la différenciation ou I'apoptose des cellules.
Dans ce cas, la composition des milieux de culture doit étre mieux définie et adaptée pour induire une
prolifération sans différenciation ni apoptose cellulaire. Quant aux parameétres physico-chimiques,
pergus et intégrés par les cellules, ils conduisent a une modification de la réponse cellulaire. Il est donc
nécessaire, a long terme, de pouvoir suivre en ligne et contréler ces parameétres biochimiques et physico-
chimiques lors de culture de CSM. Pour répondre a ces besoins, les procédés d'expansion des CSM ont
évolué récemment vers des systemes de culture en mode agité, instrumentés pour le suivi en ligne et la

régulation des conditions opératoires.
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Objectifs de these

Mes travaux de these se sont inscrits dans le cadre d’un projet ANR « TELiTeR », dont I'objectif principal
était de développer un bio-ligament par ingénierie tissulaire. Au sein du laboratoire LRGP, mes travaux se
sont attachés a développer un procédé d’expansion de CSM porcines, pour obtenir une quantité suffisante
de cellules pour la fabrication de ce bio-ligament. Pour cela, une étude bibliographique a permis d’analyser
des données sur les caractéristiques des CSM, sur les parameétres biochimiques et physico-chimiques ayant
une influence sur leur comportement, et enfin sur les différents procédés d’expansion existant dans la
littérature. Cette étude a ainsi mis en avant certaines lacunes, correspondant a des questions scientifiques
restées en suspens, et vers lesquelles nous avons dirigé nos travaux. Les principales questions soulevées
étaient les suivantes :

- Quelle est I'influence des paramétres de culture sur le comportement des CSM porcines?

- Quels sont les besoins biochimiques spécifiques des CSM porcines ?

- Quelle est la méthode d’expansion la mieux adaptée aux CSM porcines ?

- Quelle est la méthode de comptage la plus fiable pour les CSM sur microporteurs ?

- Quelle est I'influence de I'agitation sur le comportement des CSM ?

- Quels sont les moyens pour prolonger la croissance des CSM a grande échelle ?

Afin de répondre a ces questions, mon mémoire de these a été divisé en trois chapitres de résultats,
précédés par le matériel et les méthodes utilisés (Chapitre 2. Matériel et Méthodes). Dans un premier
chapitre de résultats (Chapitre 3. Influence des parameétres de culture sur la réponse des CSM porcines),
I'influence des parametres de culture sur I'adhérence, la croissance, le métabolisme, et la différenciation
des CSM porcines a été étudiée. Ces parametres de culture comprennent les conditions d'ensemencement
(concentrations cellulaires, agitation, siliconage des surfaces du bioréacteur, age des cellules), et les
composants du milieu de culture (sérum, glucose, glutamine, antioxydants, facteurs de croissance). Ce

chapitre est présenté sous la forme d'un article auquel sont ajoutés des résultats complémentaires.

Dans un deuxieme chapitre de résultats (Chapitre 4. Influence du mode d’expansion sur la réponse des
CSM porcines et évaluation des méthodes de comptage), l'influence des méthodes d'expansion en
suspension, en agrégats ou adhérées sur microporteurs a été étudiée sur le comportement des CSM. Dans
le cas de la culture sur microporteurs, cing types de porteurs ont été évalués relativement aux
performances d'expansion du procédé. Pour compléter ce chapitre, une évaluation et une comparaison des
méthodes de comptage cellulaire ont été réalisées (comptages directs des cellules ou des noyaux, ou

comptages indirects par la consommation de glucose ou par la respiration mitochondriale).
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Enfin, dans un troisieme chapitre de résultats (Chapitre 5. Influence des conditions opératoires sur la
réponse des CSM porcines cultivées sur microporteurs), I'influence de I'agitation sur la croissance, la mort,
le métabolisme, I'agrégation et la multipotence des CSM a été analysée. Ce chapitre est présenté sous la
forme d'un article publié en 2012 dans Biotechnology Progress, auquel sont ajoutés des résultats
complémentaires. La conclusion générale reprend les résultats majeurs de ce travail et relate les
perspectives restant a entreprendre. Cette étude tend a établir la méthode d’expansion la plus appropriée,
du point de vue de la rapidité d’exécution et du maintien qualitatif des propriétés de différenciation

cellulaire.
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2.1. Prélevement et banque cellulaire

Les CSM porcines proviennent de porcs agés d'environ 3 mois. Les préléevements ont été réalisés a I'Ecole
de Chirurgie de Nancy. Les porcs sont anesthésiés avant d'insérer un trocart dans leur créte iliaque afin
d'atteindre la moelle osseuse. Une seringue, contenant de I'héparine et du tampon phosphate, est
connectée au trocart afin de recueillir environ une centaine de millilitres de moelle osseuse. Le
prélevement est rapidement transvasé stérilement dans des flacons de 75 cm? (environ 40 mL par flacon).
Les flacons de culture sont alors placés dans un incubateur (Sanyo®, 5 % CO,, 37 °C) pendant une semaine,
avec du milieu de culture. Ce milieu est composé du milieu de base IMDM (Gibco®, 21980), de 10 % de
sérum de veau feetal (SVF) (Invitrogen®, 26140), d' 1 % (v/v) d'antibiotiques (10 000 unités de pénicilline G,
10 mg de streptomycine, et 25 pg d'amphotéricine B; Fisher®, W3473M), et de 0,1 mM de B-
mercaptoéthanol (Sigma®, M7522). La composition de I'IMDM est détaillée dans le Tableau 8. Lors du
changement de milieu aprés une semaine, toutes les cellules non adhérées sont éliminées (érythrocytes,
adipocytes, cellules souches hématopoiétiques, etc..), pour ne conserver que les CSM et les macrophages.
Les macrophages n'ayant pas de propriétés d'auto-renouvellement, ils disparaissent de la culture aprées

guelques jours.

Par la suite, le milieu de culture des flacons est changé deux fois par semaine, jusqu'a ce que les cellules
atteignent la confluence (en 1 a 2 semaines). Elles sont alors détachées avec de la trypsine-EDTA (0,05 %) et
ensemencées dans de nouveaux flacons de culture de 175 cm? a une concentration de 5000 cellules/cm?,
ce qui correspond au premier passage (P1). Lorsque les cellules ont a nouveau atteint la confluence, elles
sont trypsinées et congelées en aliquots, & une concentration de 10’ cellules/mL dans des cryotubes de 1
mL. Le milieu de congélation est composé de 70 % de milieu de culture, 20 % de SVF et 10 % de DMSO
(Prolabo®). Les aliquots sont refroidis par paliers dans un cryoconservateur (Cryodiffusion®), puis stockés
dans de l'azote liquide. Lors de l'utilisation des cellules, un aliquot est décongelé et ensemencé a une
concentration de 5000 cellules/cm? en flacons de 175 cm?, ce qui correspond au passage 2 (P2). Les cellules
sont ensuite propagées pendant 1 ou 2 passages supplémentaires, pour étre utilisées entre les passages 4 a

6 (P4-P6) au cours des différentes expériences.
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2.2. Milieux de culture

Différents milieux de culture de base ont été utilisés pour cultiver les cellules, tels que I''MDM (Gibco®,
21980), I'aMEM (Sigma®, M0894 et M4526), et le DMEM (Sigma®, M5796), dont les principales différences
sont les concentrations en glucose, en glutamine et en antioxydants. La composition de ces milieux est

détaillée dans le Tableau 8. lls sont supplémentés par 10 % de SVF et 1 % d'antibiotiques.

Tableau 8. Composition des milieux de base IMDM, aMEM et DMEM (concentrations exprimées en mg/L)

IMDM aMEM 4526 aMEM 0894 DMEM
VITAMINES
L-acide ascorbique. Na 500 500
Biotine (B7) 0,013 0,1 0,1
Choline Chloride 4 1 1 4
Acide folique (B9) 4 4
Myo-Inositol 7 2 2 7
Niacinamide (B3) 4 1 1 4
D-acide pantothénique-1/2 4 1 1 4
Ca (B5)
Pyridoxal.HCI (B6) 4 1 1
Pyridoxine.HClI 4
Riboflavine (B2) 0,4 0,1 0,1 0,4
Thiamine.HCI (B1) 4 1 1 4
Vitamine B12 0,013 1,36 1,36
SELS INORGANIQUES
CaCl,-2H,0 219 265 265 200
Fe(NO3)3-9H,0 0,1
KCl 330 400 400 400
K NOs 0,076
MgSO, (anhyd.) 98 98 98
MgS0,4 2H,0 200
Nacl 4500 6800 6800 6400
NaHCO3 3000 2200 3700
NaH,PO, H,0 140
NaH,PO, (anhyd.) 122 122 109
NaSeO; 0,017
AUTRES
HEPES 6000
Rouge phenol.Na 15 11 11 16
Pyruvate. Na 110 110 110
D-Glucose 4500 1000 1000 4500
Acide thioctique 0,2
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Tableau 8 (suite). Compositions des milieux de base IMDM, aMEM et DMEM (concentration en mg/L)

IMDM aMEM 4526 aMEM 0894 DMEM
ACIDES AMINES
Alanine 25 25 25
L-arginine.HCl 84 126 126 84
L-asparagine H20 28,4 50 50
L-acide aspartique 30 30 30
p— @
L-cystine-2 HCI 70 31 31
L-acide glutamique 75 75 75
L-glutamine 584 292 584
Glycine 30 50 50 30
L-histidine-HCI-H,0 42 42 42 42
L-isoleucine 105 52 52 105
L-leucine 105 52 52 105
L-lysine-HCI 146 75 72,5 146
L-Méthionine 30 15 15 30
L-Phénylalanine 66 32 32 66
L-Proline 40 40 40
L-sérine 42 25 25 42
L-thréonine 95 48 48 95
L-tryptophane 16 10 10 16
L-tyrosine-Na,-H,0 103,8 51,9 51,9 103,8
L-valine 94 46 46 94

2.3. Culture des CSM en mode statique

2.3.1. Culture des CSM en microplaque 96-puits

Les cultures en microplaque permettent de tester rapidement plusieurs compositions de milieu de culture
sur la croissance des CSM. Les cellules sont ensemencées a 6000 cellules/cm? dans chaque puits, d'une
surface de 0,33 cm? et contenant 200 pL de milieu de culture (IMDM, aMEM ou DMEM, 10 % de SVF, 1 %
d'antibiotiques, 0,1 mM de B-mercaptoéthanol), soit une concentration cellulaire de 9900 cellules/mL. Les
puits situés en bordure de plaque ne sont pas utilisés en raison d'une évaporation accrue du milieu. Tous
les jours, six puits, ensemencés dans les mémes parametres opératoires de culture, sont rincés avec du PBS
(Phosphate Buffer Saline, Sigma D5652). Aprés 5 min de trypsination (50 pL; 0,05 %) a 37 °C, 150 plL de
milieu de culture sont ajoutés et I'ensemble est homogénéisé. La plague est maintenue 20 mn a 37°C pour

que les cellules sédimentent au fond des puits avant d'étre dénombrées par analyse d'images (Cellscreen®).
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Un comptage des cellules sans étape de trypsination a également été testé : le Cellscreen® permet en effet
de quantifier les cellules en fonction de la surface qu’elles occupent au fond de chaque puits (cf. 2.6.1.

Analyse des cellules sur microplaques par analyse d’'images).

2.3.2. Culture des CSM en flacons statiques

Les CSM porcines sont ensemencées en flacons statiques de 25 cm? a une concentration initiale de 6000
o . . 4
cellules/cm?, dans un volume de milieu de culture de 5 mL, soit une concentration de 3 x 10" cellules/mL.
Les cultures sont réalisées soit avec changement de milieu (50 % du volume) tous les deux jours a partir du
3éme

jour, soit sans changement de milieu. Le dénombrement des cellules est fait soit apres trypsination,

soit aprés lyse cellulaire (cf. 2.6. Analyse quantitative des cellules).

2.4. Culture de CSM en mode agité

2.4.1. Culture des CSM sur microporteurs en mode agité

Les cultures, mettant en ceuvre les CSM adhérées sur microporteurs, sont effectuées dans des flacons
agités de type «spinner» (Techne), préalablement siliconés (Sigmacote®, Sigma SL2), de 500 mL de volume
total (Figure 36). Les cellules sont ensemencées dans 100 mL de milieu de culture a une concentration de
6000 cellules/cm? sur une surface externe totale de microporteurs de 1000 cm?. Aprés une période
d'incubation de 24 h sans agitation, le volume est ajusté a 200 mL, ce qui correspond a 3 x 10* cellules/mL
et a 5 cm?/mL de surface de microporteurs. Les spinners sont placés dans un incubateur (37°C, 5 % CO,) sur
une table d'agitation magnétique de type pendulaire (Variomag® Biosystem®), et les fréquences
d'agitation sont fixées a 0, 25 ou 75 rpm. Les cultures sont effectuées soit en mode discontinu, soit avec un

éme

changement de milieu tous les deux jours a partir du 3" jour. A chaque changement de milieu, les
microporteurs sédimentent pendant 5 mn sans agitation, avant que le milieu usagé ne soit prélevé en

surface.
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Figure 36. Schéma d'un spinner avec agitation par rotation magnétique

Différents types de microporteurs chargés positivement sont testés :

Hillex (Sigma®, M4060), Cytodex 1

(Sigma®, C0646), Cytodex 3 (Sigma®, C3275), Cytopore 2 (GE healthcare®, 17-1271-01) et Cultispher G

(Sigma®, M9418). Leurs caractéristiques sont décrites dans le Tableau 9. Avant utilisation, les microporteurs

sont hydratés et lavés plusieurs fois dans du PBS ne contenant ni Ca®*, ni Mg?', puis autoclavés et rincés

dans du milieu de culture avant utilisation. La concentration de microporteurs est calculée pour obtenir une

surface totale externe de 1000 cm?. Pour cela, la surface externe séche des différents microporteurs

(valeurs données par les fournisseurs ou calculées a partir du diametre et de la masse volumique) est

utilisée pour calculer le poids sec de microporteurs nécessaire pour obtenir une surface de 1000 cm?. Une

concentration de microporteurs par volume de milieu de culture est ensuite calculée.

Tableau 9. Principales caractéristiques des différents microporteurs utilisés

Diamétre humide

Microporteurs Matériau moven Porosité | Surface externe séche | Poids (g) pour Concentration (g /L)
P (I»l:,n) (um) (cm?/g) 1000 cm? pour 1000 cm?
Polystyrene et
Hillex I triméthyle 170 Non 515 1,94 9,7
d'ammonium
Cytodex1 | DeXtrane et DEAE 190 Non 4400 0,23 1,2
(1,5 mea/g)
Cytodex 3 Dextrane et 175 Non 2700 0,37 1,8
gélatine
Cellulose et DEAE
Cytopore 2 240 30 5000 0,20 1
yiop (1,8 mea/g)
Cultispher G Gélatine 255 20 2000 0,50 2,5
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2.4.2. Culture des CSM sous forme d'agrégats

Avant de cultiver les CSM sous forme d'agrégats en flacons agités, les cellules sont préalablement
ensemencées dans des flacons statiques. Afin d'obtenir une suspension homogene d'agrégats, la surface
des flacons statiques doit inhiber I'adhérence des cellules. Pour cela, une solution a 2 % d'agarose dans de
I'eau distillée est préparée et autoclavée. Celle-ci est ajoutée stérilement dans les flacons statiques de 175
cm? afin de former une couche épaisse de gel. Les flacons sont refroidis pendant 24 h avant d'étre utilisés.
Puis, les CSM sont pré-ensemencées dans deux de ces flacons préparés a une concentration de 6 x 10*
cellules/mL dans un total de 100 mL de milieu de culture. Une période statique de 24 h permet aux cellules
de former des agrégats de petites tailles. Puis, le contenu des deux flacons est transvasé dans un spinner
siliconé. La fréquence d'agitation est fixée a 25 rpm, sans phase statique. Apres 24 h, le volume du milieu
de culture est ajusté & 200 mL, la concentration cellulaire étant alors de 3 x 10 cellules/mL. Le milieu de

culture n'est pas changé.

2.4.3. Culture des CSM en suspensions unicellulaires

Les CSM porcines sont ensemencées a 6 x 10" cellules/mL dans des spinners siliconés. Le volume
d'ensemencement est de 100 mL avec une fréquence d'agitation de 25 rpm sans phase statique. Aprés 24 h,
le volume du milieu de culture est ajusté a 200 mL, la concentration cellulaire étant alors de 3 x 10°
cellules/mL. Le milieu de culture n'est pas remplacé au cours de la culture. Les conditions opératoires des

différentes cultures sont résumées dans le Tableau 10.

Tableau 10. Conditions opératoires des cultures de CSM dans différents systémes

Systéme de culture Cellules/cm? Volumfr:l-e) milieu Cellules/mL Surface (cm?2) S;.lcrrfnazc/e"/‘[r;L
Microplaque 6000 0,2 9x10° 0,3 1,5
Flacon statique 6000 5 3x10* 25 5
Microporteur 6000 200 3x10* 1000 5
Agrégat 200 3x10*
Suspension unicellulaire 200 3x10*
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2.5. Analyse morphologique des CSM

2.5.1. Observation par microscopie optique

Afin d'observer les cellules sur les microporteurs Cytodex 1, un échantillon de culture est placé sur une
lame de microscope inversé (Axiovert 10, Zeiss®, x 40). Une meilleure observation des cellules est rendue
possible par un marquage préalable avec 1 % (v/v) de bleu de méthyléne (Fluka®, 66721) pendant 5 mn a
37°C. Puis, les cellules sont rincées deux fois au PBS. Afin de fixer les cellules, une solution de 2,5 % de

glutaraldéhyde (Sigma®, G6275) est ajoutée avant de les observer sous microscope.

2.5.2. Observation par microscopie électronique a balayage

Les cellules peuvent également étre observées par microscopie électronique a balayage (MEB, JSM 6490LV
Jeol®, x 1500). Les prélévements sont rincés avec du PBS, fixés dans 2,5 % de glutaraldéhyde et déshydratés
par des bains d'acétone (Carlo Erba®) de concentrations croissantes (30 %, 50 %, 70 %, 90 %, 100 %)
pendant 10 mn chacun. Puis les échantillons sont recouverts d'une fine couche d'or (Jeol®, JFC-1100 lon

sputter®) avant I'observation par le MEB.

2.6. Analyse quantitative des cellules

L'analyse des cellules a été réalisée en utilisant plusieurs méthodes basées sur la microscopie, I'analyse

d'images, la cytométrie ou la spectrométrie.

2.6.1. Analyse des cellules en microplaques par analyse d'images

La numération des cellules cultivées en microplaques 96-puits est réalisée par analyse d'images a l'aide de
I'équipement Cellscreen® (Innovatis®). Les cellules totales sont dénombrées soit en mode suspension, soit
en mode adhéré. Le module suspension détecte les cellules selon des parametres de taille et de circularité
(Figure 37a), aprés trypsination des CSM. Le module adhérence détecte le contour des cellules adhérées
par analyse des niveaux de gris (Figure 37b). L'évolution du pourcentage de la surface des puits occupée

par les cellules est ainsi suivie. La microplaque 96-puits est placée sous la caméra a phase inverse intégrée
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au Cellscreen®. Les images des puits sont analysées par un logiciel dédié. Chaque condition est répliquée 6

fois et I'erreur de numération a été estimée avec les CSM a 20 %.

Figure 37. Comptage des CSM par analyses d'image avec le Cellscreen®. (a) Comptage des cellules en suspension, chaque cellule
est comptée individuellement. (b) Comptage des cellules adhérées, la surface de recouvrement est quantifiée en délimitant les
contours extérieur (bleu) et intérieur (rouge)

2.6.2. Analyse quantitative des cellules par microscopie optique

Le comptage des cellules cultivées en flacons statiques ou sur microporteurs peut étre réalisé par
microscopie optique. Dans ce cas, les cellules doivent d'abord étre détachées de leur support par
trypsination. La trypsination en flacon statique s'effectue en ringant les cellules avec du PBS et en ajoutant
environ 50 pl/cm? de trypsine a 0,05 %. Le flacon est maintenu 5 mn a 37°C, avant d'ajouter du milieu de
culture (100 pL/cm?). Pour les cellules cultivées sur microporteurs, le surnageant est éliminé une fois les
microporteurs sédimentés. Ceux-ci sont ensuite rincés avec du PBS. De la trypsine a 0,25 % est ajoutée (0,5
mL/mL) aux microporteurs, suivi d'une incubation a 37°C pendant 10 mn. Du milieu de culture est ensuite
ajouté (1 mL/mL). Dans les deux cas, les cellules sont marquées au bleu trypan (10 % v/v). Le comptage des
cellules vivantes et des cellules mortes est ensuite réalisé sous microscope au moyen d'un hémacytométre.

L’erreur de numération est évaluée a 20 %.

80

[Matériel et Méthodes]



2.6.3. Analyse des cellules par cytométrie

Le comptage des cellules par cytométrie a été réalisé a I'aide du cytometre Guava EasyCyte® (Millipore),
apres trypsination des cellules et marquage avec 10 % (v/v) de réactif Guava Viacount® (Millipore®, 4000-
0041). Les échantillons sont préalablement filtrés (40 um) afin de supprimer les microporteurs et éviter de
colmater le capillaire du cytometre. La distinction entre cellules viables et non-viables se fait sur la base de
la perméabilité membranaire a deux molécules fluorescentes s'intercalant dans I'ADN, contenues dans le
réactif Viacount®. Une des deux molécules diffuse a travers les membranes de toutes les cellules et est
détectée par le photomultiplicateur 2 (PM2). L'autre molécule pénétre dans les cellules dont l'intégrité
membranaire est compromise, et est détectée par le photomultiplicateur 1 (PM1), qui quantifie ainsi les

cellules non viables.

La taille des cellules est mesurée par l'intensité de la dispersion de la lumiere (Forward Light Scatter, FSC).
Les débris cellulaires (FSC bas) ne sont ainsi pas pris en compte. Chaque population de cellules est
représentée sous forme de graphes: viabilité (PM1) vs. cellules nucléées (PM2), et taille des cellules (FSC) vs.
viabilité (PM1). La méthode permet ainsi de comptabiliser les cellules viables et les cellules mortes non

lysées (Figure 38).
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Figure 38. Comptage des cellules et estimation de leur viabilité par le cytomeétre Guava

2.6.4. Analyse des noyaux cellulaires par microscopie et cytométrie

Le comptage des noyaux cellulaires nécessite une étape préalable de lyse des cellules avec de |'acide

citrique (Sigma®, 27109) a une concentration de 0,1 M pour libérer les noyaux. Dans le cas de |'analyse par
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microscopie, les noyaux sont ensuite marqués avec du cristal violet (1 g/L). Les échantillons sont placés a
37°C sous agitation pendant 1 h, puis les noyaux sont comptés sur un hémacytometre.

Le comptage des noyaux cellulaires par cytométrie a été développé spécifiquement au sein du laboratoire.
Dans ce cas, les échantillons sont filtrés (40 um) afin d'éliminer les microporteurs. Le réactif Guava
Viacount® est ajouté (10 %, v/v). Aprés 5 mn d'incubation, les échantillons sont analysés par cytométrie.
L'erreur maximale de comptage entre deux échantillons prélevés au méme moment est de I'ordre de 20 %.
Le réactif Viacount® contient des molécules fluorescentes qui s'intercalent dans I'ADN, et permettent ainsi
de dénombrer les noyaux. La représentation des noyaux est localisée au méme endroit que les cellules non
viables, soit une détection par le PM1 et le PM2, et une FSC haute (Figure 39). Les débris cellulaires ne sont

pas détectés par le PM1, et les mitochondries ont une taille inférieure aux noyaux.
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Figure 39. Localisation des noyaux de CSM porcines marqués par le réactif Viacount®. Les noyaux marqués sont représentés en
haut a droite des graphes

2.6.5. Analyse de I'activité mitochondriale des cellules

Les cellules peuvent étre dénombrées indirectement par la mesure de leur activité mitochondriale. Cette
méthode est basée sur la réduction de sels de tétrazolium ((3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényl
tétrazolium bromide), ou MTT, par I'enzyme mitochondriale succinique déshydrogénase des cellules viables,
qui conduit a la formation de cristaux violets de formazan, non solubles en solution aqueuse (Chiba et al.,
1998). Cette méthode a été adaptée a des cellules adhérées sur microporteurs. Une solution a 5 g/L de
MTT (Sigma®, M5655) est rapidement ajoutée a I'échantillon (10 % v/v), placé a 37°C pendant 1 h. Le
surnageant est ensuite enlevé apres centrifugation et 500 uL de DMSO sont ajoutés au culot pour dissoudre
les cristaux de formazan formés. L'échantillon est agité et centrifugé (5 mn; 800 rpm). Le surnageant est
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placé dans une microplaque pour une lecture de la coloration par un spectrometre (Titertek Instruments®)
a 570 nm. Une gamme étalon est effectuée avec des concentrations de cellules sur microporteurs

déterminées par une autre méthode de comptage (trypsination et comptage sur hémacytometre).

2.6.6. Analyse de la lyse cellulaire

La lyse cellulaire est quantifiée par mesure de l'activité de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le
surnageant de culture, a I'aide d'un analyseur automatique (Vitalab Selectra®) et d'un kit enzymatique (LDH
PAP, Ellitech®). Le principe de la réaction repose sur la conversion du L-lactate en présence de NAD" en
pyruvate et NADH (et H') par la LDH. L'apparition du NADH est quantifiée par mesure de I'absorbance a 340
nm. Afin de rapporter l'activité de la LDH présente dans le surnageant a un nombre de cellules lysées,
I'activité de la LDH intracellulaire est préalablement mesurée avec des cellules viables. Pour cela, les
cellules vivantes sont comptées et centrifugées. Le culot est repris dans une solution de lyse (PBS sans Ca**
ni Mg®*, contenant du tween 20 a une concentration de 2°/°°). Les débris cellulaires sont éliminés par
centrifugation et l'activité de la LDH intracellulaire est mesurée dans le surnageant. La valeur de la LDH

interne mesurée dans les CSM porcines est de 1 U pour 3,5 x 10° cellules viables.

2.6.7. Analyse de l'apoptose et de la nécrose cellulaires

Cette analyse est réalisée par cytométrie (Guava Easycyte®). Dans un premier temps, les cellules cultivées
sur microporteurs sont trypsinées. Puis, 100 pL de I'échantillon sont placés dans une microplaque de 96-
puits ainsi que 100 plL de réactif (Guava Nexin®, Millipore, 4700-1140). La plaque est laissée a I'obscurité
pendant 20 mn, puis analysée par le cytometre. La population de cellules non apoptotiques témoin est
issue d'un prélévement d'une culture de 4 h sur microporteurs en conditions statiques.

Le réactif Nexin® contient de I'annexine V liée a de la phycoérythrine (Annexin V-PE), et du 7-
aminoactinomycine D (7-AAD). L'annexine V se lie a la phosphatidyl-sérine (PS), un phospholipide de la face
interne de la membrane plasmique, transloqué sur la face externe lorsque les cellules entrent en apoptose.
Du a une différence de potentiel de membrane, le 7-AAD ne diffuse pas a travers la membrane plasmique

des cellules viables et en apoptose précoce, mais pénetre dans les cellules en apoptose tardive ou mortes.
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2.7. Analyse des propriétés de différenciation des CSM

Afin de vérifier que les CSM porcines ne se sont pas différenciées pendant le procédé d'expansion, leur
multipotence est analysée en induisant une différenciation in vitro en adipocytes, en chondrocytes et en
ostéocytes. Cette multipotence est analysée sur des cellules obtenues a la fin du procédé d'expansion lors
de cultures réalisées en flacon statique, et sur Cytodex 1 en flacons agités a 25 rpm ou non agité. La
différenciation est induite par des kits de différentiation, sur des cellules ensemencées dans des

microplaques 96-puits.

2.7.1. Différenciation adipogénique

La différenciation adipogénique est induite par un kit spécifique (Fisher®, Stempro adipogenesis
differentiation kit, W59599). Les cellules, issues de I'expansion, sont ensemencées a une concentration de
10* cellules/cm? dans un milieu de différenciation adipogénique, changé deux fois par semaine. Aprés deux
semaines, les cellules sont lavées dans du PBS, fixées avec 2,5 % de glutaraldéhyde et colorées avec un
marqueur rouge spécifique des lipides, I'Oil-red-O (Sigma®, 00625). Les cellules différenciées en adipocytes

sont reconnaissables a leurs contenus riches en lipides.

2.7.2. Différenciation chondrogénique

La différenciation chondrogénique est induite par un kit dédié (Fisher®, Stempro chondrogenesis
differentiation kit, W59972). Les cellules, issues de I'expansion, sont ensemencées en gouttes de 5 uL a une
concentration de 1,6 x 10’ cellules/mL. Chaque goutte est placée au milieu d'un puits de la microplaque
afin que les cellules adherent les unes aux autres. Aprés deux heures, le milieu de différenciation
chondrogénique est ajouté et changé deux fois par semaine. Apres trois semaines, les cellules sont lavées
avec du PBS, fixées avec 2,5 % de glutaraldéhyde et colorées avec un marqueur bleu spécifique des
protéoglycanes, l'alcian bleu (Sigma®, A9186). Les cellules différenciées en chondrocytes sont

reconnaissables a leur forte production de protéoglycanes.

84

[Matériel et Méthodes]



2.7.3. Différenciation ostéogénique

La différenciation ostéogénique est induite par un kit spécifique (Fisher®, Stempro osteogenesis
differentiation kit, W5959A). Les cellules, issues de I'expansion, sont ensemencées a une concentration de
5000 cellules/cm? dans du milieu de différenciation ostéogénique, changé deux fois par semaine. Apreés
trois semaines, les cellules sont lavées par du PBS, puis fixées avec 2,5 % de glutaraldéhyde et colorées avec
un marqueur rouge spécifique des dépots de calcium, I'alizarine (Sigma®, A5533). Les cellules différenciées

en ostéocytes sont reconnaissables a leur production de dépd6t de calcium.

2.8. Etude du métabolisme cellulaire

2.8.1. Dosages enzymatiques du glucose et du lactate

Des kits enzymatiques permettant de doser le D-glucose (Glucose PAP, Elitech®) et le L-lactate (Lactate PAP,
Biomérieux®) dans les surnageants de cultures ont été mis en ceuvre dans |'analyseur automatique (Vitalab
Selectra®). Le dosage du glucose est effectué par la glucose oxydase/peroxydase, selon deux réactions
consécutives: Glucose + 0, --> acide gluconique + H,0, (par la glucose oxydase)

H,0, + phénol + amino-4-antipyrine (4-AAP) --> quinonéimine + 4 H,0 (par la glucose peroxydase)

La quantité de quinonéimine, proportionnelle a la quantité de glucose, est mesurée par I'absorbance a 500
nm. De méme, le dosage du lactate est effectué par la lactate oxydase/peroxydase, selon deux réactions
consécutives: Lactate + 0, --> pyruvate + H,0, (par la lactate oxydase)

H,0,+ phénol + 4-AAP --> quinonéimine + 4 H,0 (par la lactate peroxydase)

La quantité de quinonéimine, proportionnelle a celle de lactate, est mesurée par absorbance a 500 nm.

2.8.2. Dosages enzymatiques de la glutamine

Le dosage de la glutamine dans le surnageant des cultures est basé sur le dosage du glutamate par un kit
enzymatique (Glutamate, R-Biopharm®) et un spectrophotometre (Thermo Scientific®, Multiskan Go®). La
glutamine est d'abord convertie en glutamate par I'asparaginase (Roche®, 139092) :

Glutamine + H,0 --> glutamate + NH;
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Puis le glutamate est dosé selon la réaction suivante:
Glutamate + NAD" + H,0 --> a-cétoglutarate + NADH + H* + NH;" (par la glutamate déshydrogénase)

INT + NADH + H' --> NAD" + formazan (diaphorase)

La quantité de formazan est évaluée a 492 nm. Une soustraction du glutamate présent initialement dans

I'échantillon permet ensuite d'obtenir la concentration réelle en glutamine.

2.8.3. Dosage des ions ammoniums

Les concentrations extracellulaires en ions ammoniums sont mesurées avec une électrode a diffusion
gazeuse (Orion®). A pH basique, les ions ammoniums sont convertis en NH; gazeux. Les surnageants de
culture (3 mL) sont mis en contact avec le méme volume de soude (0,5 N). L'ammoniaque formée fait varier
le potentiel de I'électrode par diffusion au travers de la membrane en téflon. Une gamme étalon est
réalisée avec des solutions de concentrations croissantes en NH,Cl (de 0,5 a 20 nM).

La concentration d'ions ammoniums est ensuite calculée a partir de la loi de Nernst:

E= EO—S* log[NH3]

Avec : E, le potentiel mesuré (mV); Ey, le potentiel de référence (mV); S, la pente de la courbe et [NHs], la

concentration en ammoniac (mM).

2.9. Calculs des parametres cinétiques et des contraintes de cisaillement

2.9.1. Calcul de la vitesse spécifique de croissance

Les points expérimentaux (un a deux par jour) sont rapportés dans le logiciel Kyplot®. Les courbes sont
lissées grace a la fonction splines (“smooting spline regression”). Les vitesses spécifiques de croissance u
sont calculées a partir des courbes lissées, durant la phase active de croissance (entre 24 h et 50 h de

culture) selon la formule suivante, établie a partir du bilan de matiere sur les cellules en réacteur fermé :

_dX
P= a4t xi  (h)

ou dt est l'intervalle de temps (t;; - ti11), dX est la différence des concentrations cellulaires lissées a t;; et ti;;,

et X; est la concentration cellulaire au temps t;.
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2.9.2. Calcul des vitesses métaboliques spécifiques et des rendements

Les points expérimentaux (un a deux par jour) sont rapportés dans le logiciel Kyplot®. Les courbes sont
lissées grace a la fonction splines (“smooting spline regression”). Les vitesses spécifiques de consommation

gsdes substrats S (glucose et glutamine) sont calculées selon la formule suivante:

qsz_—_ (pmol/cellule/h)
I

ou dt est l'intervalle de temps (t;; - tj:1), dS est la différence des concentrations en substrat lissées a t;.; et

ti.1, et X; est la concentration cellulaire au temps t;.

Les vitesses spécifiques de production g, des produits P (lactate et ammonium) sont calculées selon la

formule suivante:

dP
ap= dt* Xi (pmol/cellule/h)

ou dt est l'intervalle de temps (t;; - ti1), dP est la différence des concentrations en produit lissées a t;; et

ti.1, et X; est la concentration cellulaire au temps t;.

Les rendements Yp;s des produits P générés par rapport aux substrats S consommés (Yiactate/glucose €t

Y ammonium/glutamine) SONt calculés selon la formule suivante:

Yp/S:—

ds

2.9.3. Calcul de la vitesse de dégradation spontanée de la glutamine

La dégradation spontanée de la glutamine a été quantifiée dans les mémes conditions opératoires que
celles des cultures, mais en absence de cellules (spinner agité a 25 rpm ; 37°C). Le milieu de culture est le
méme que pour les cultures ensemencées, soit de I'aMEM, supplémenté de 10 % de SVF, avec une
concentration initiale totale en glutamine de 4 mM. La vitesse de dégradation calculée a partir de la
moyenne de deux essais est de 6 UM de glutamine par heure. En paralléle, la vitesse de production des ions

ammoniums est de 9 uM de NH," par heure (Figure 40).
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Figure 40. Dégradation de la glutamine (@) et formation d'ions ammoniums (O) dans un essai sans cellules en spinner agité a 25
rpm et placé dans un incubateur a 37 ° C (Milieu de culture composé d'aMEM, de 10 % de SVF, et d'un total de 4 mM de
glutamine)

2.9.4. Calcul des contraintes de cisaillement en spinner

Afin de calculer les contraintes de cisaillement maximales dans le spinner a une fréquence d'agitation N de
0,42 s (25 rpm) et de 1,25 s (75 rpm), le nombre de Reynolds Re est d'abord calculé en utilisant par

définition la formule suivante, valable dans nos systemes pendulaires:

ou D est le diametre orbital de I'agitation (7,2 cm). La viscosité dynamique u (Pa.s), et la densité p du milieu
(kg.m™) sont similaires a celles de I'eau & une température de 37° C. Les valeurs du nombre de Reynolds
obtenus sont de 3100 a 25 rpm et 9200 a 75 rpm, indiquant que le régime d'écoulement n'est pas
complétement turbulent (Hewitt et al., 2011). Le calcul du taux de cisaillement G (s?) en tout point du
bioréacteur est envisageable mais implique une simulation numérique de I’hydrodynamique, ce qui n’est
pas le propos de cette étude. Ainsi, seule une estimation du taux de cisaillement maximal Gy (s7) est ici

réalisée, selon la formule suivante, illustrée par la Figure 41:

G :JrND

max e

ou e est I'espace entre la boule et le fond du spinner, égale icia 5 mm,
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V=piND
e V=0

Figure 41. lllustration du calcul du taux de cisaillement maximal dans un spinner. Avec e, I'espace entre la sphére rotative et le
fond du spinner; V, la vitesse au fond du spinner (nulle) et au niveau de la sphére rotative (égale a i, multiplié par I'agitation N
et le diameétre orbital D de I'agitation)

La contrainte de cisaillement maximale o,,. (Pa) est ensuite calculée en utilisant le taux de cisaillement
maximal G, et la viscosité dynamique u, et en supposant que le cisaillement laminaire est dominant,
selon la formule suivante:
aND
Omex = iUGmax =H—
€
Dans le cas ou un écoulement turbulent serait considéré, notamment dans le voisinage de |'agitateur, il
conviendrait de calculer la dissipation volumique escomptée. Dans le cas des bioréacteurs de type spinner,
une bonne estimation du nombre de puissance est Np = 0,5, comme indiqué par Hewitt et al. (2011). Ainsi,
la dissipation volumique, P/V, et le taux de dissipation moyen de I'énergie cinétique turbulente, g, sont

données, en régime turbulent, respectivement par :

.. pN°D° 1P
P/V =NpHF—— ==—
/ p v <€> Y,

Il est alors possible d’estimer le cisaillement global G, dans le réacteur par :

1P

Guw = ZV

Le calcul de la dissipation volumique permet également d’accéder a I'échelle de Kolmogorov, |, qui est

I’échelle des plus petits tourbillons dans le bioréacteur :

Les résultats donnés dans le Tableau 11 indiquent que les microporteurs sont transportés dans la zone
inertielle de la turbulence, ce qui permet de donner la valeur du gradient de vitesse a I'échelle de la

particule (Bouyer et al., 2005) :

1/3

G(d,)=2"3*0,73/2 diz

p
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et de la contrainte turbulente en résultant :

atum :IOG(dp)zd;

Tableau 11. Principales grandeurs hydrodynamiques calculées dans le bioréacteur pour les conditions de culture utilisées

Hypothése du régime Re G'"fx O max P/ V3 I Gt,,l,,, G (tli,,) Oturb
d’écoulement (s7) (Pa) (W.m") (um) (s7) (s7) (Pa)
N=25 1 3060 19 0,013 * * * * *
o rpm
Laminaire N=75
9200 56 0,04 * * * * *
rpm
N =25 3060 * * 0,35 178 22 68 0,18
rpm
Turbulent
N=75
9200 * * 9,4 78 116 205 1,7
rpm
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Introduction du Chapitre 3

L'étude bibliographique a permis de montrer que la réponse des CSM dépend fortement des paramétres
environnementaux, tels que les facteurs de croissance ou les surfaces d'adhérence (Kolf et al., 2007;
Docheva et al., 2007). L'expansion des CSM doit donc étre réalisée dans un environnement adapté a leur
croissance, mais sans induire leur différenciation. Pour définir cet environnement, l'influence des
principaux parametres de culture doit d’abord étre évaluée sur le comportement des CSM. Ces parameétres
de culture incluent des parametres biochimiques, tels que la concentration en glucose, en acides aminés,
ou le type d'antioxydant, et des parameétres physico-chimiques, tels que la concentration en oxygéne

dissous, le pH, ou les contraintes de cisaillement induites par I'agitation.

Dans ce premier chapitre de résultats, l'influence de plusieurs paramétres de culture a été évaluée dans le
cas particulier des CSM porcines. Tout d'abord, l'influence des parameétres d'ensemencement, tels que les
concentrations cellulaires, a été analysée en mode statique. L'influence de la fréquence d'agitation, de la
concentration d’ensemencement cellulaire et de microporteurs a ensuite été étudiée lorsque les CSM,
adhérées sur des microporteurs, sont cultivées en suspension dans des spinners. D'autres parametres ont
été pris en compte, tels que la siliconisation des spinners et I’dge des cellules. Par la suite, des milieux de
culture de compositions différentes ont été évalués en mode statique, afin de déterminer les plus adaptés,
non seulement a la croissance cellulaire mais également au maintien de la multipotence des cellules. Les
composés testés étaient le sérum de veau fecetal, des éléments nutritifs (glucose et glutamine), et des
produits bioactifs (antioxydants et facteurs de croissance humains). Enfin, des études cinétiques

approfondies ont été réalisées pour quantifier les parametres cinétiques du métabolisme.
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3.1. Etude préliminaire des paramétres d'ensemencement

La phase d'ensemencement est souvent considérée comme la plus critique d’un procédé d'expansion de
cellules animales. Dans la littérature, les conditions d'ensemencement des CSM varient trés souvent en
durée, en concentration cellulaire initiale, en surface d'adhérence, en stratégie d'agitation, en volume de
milieu de culture, etc. Néanmoins, aucune standardisation ne semble se dessiner quant au choix de
conditions optimales d'ensemencement.

Dans le cas spécifiques des CSM porcines, nous avons étudié, dans un premier temps en mode statique,
I'influence de la concentration cellulaire d'ensemencement sur la croissance des CSM. Dans un deuxiéme
temps, les cellules ont été mises en culture en mode agité et I'influence du rapport cellule/microporteur et
de la concentration en microporteurs a été caractérisée. Puis, |'effet de I'agitation sur I'adhérence des CSM
a été décrit. Enfin, l'influence de la siliconisation, qui permet de limiter I'adhérence des microporteurs et

des cellules aux parois des spinners, a été analysée.

3.1.1. Concentration d'ensemencement des CSM en mode statique

L'influence de la concentration cellulaire lors de I'ensemencement a été évaluée en plaque 96-puits pour le
mode statique, et en spinner dans un volume de 200 mL de milieu de culture pour le mode agité. En plaque
96-puits, les CSM ont été ensemencées entre 150 et 15 000 cellules/cm? dans des puits de 0,33 cm?
contenant 200 plL de milieu de culture (milieu basal IMDM, supplémenté de 10 % de sérum de veau feetal
et de 0,1 mM de B-mercaptoéthanol). La croissance cellulaire a été estimée en mesurant I'augmentation de
la surface occupée (surface de recouvrement) par analyse d’images au moyen du Cellscreen®. Les résultats
présentés dans la Figure 42 montrent qu'il n'y a quasiment pas de recouvrement des puits aux
concentrations d’ensemencement de 150 et 750 cellules/cm? pendant 10 jours de culture. En revanche,
une concentration d'ensemencement de 1500 cellules/cm? permet d'atteindre 45 % de recouvrement au

éme .

10°™ jour de culture. Avec 7500 cellules/cm?, 59 % des puits sont recouverts au 9" jour de culture. Enfin,

éme

la concentration de 15 000 cellules/cm? permet d'obtenir 71 % de recouvrement au 9™ jour de culture. Les
résultats indiquent donc que, dans nos conditions opératoires, aucune croissance cellulaire n’est visible en-
dessous du seuil des 1500 cellules/cm? jusqu'a 10 jours de culture. Ce temps de latence peut étre lié a une
trop faible concentration des cellules, qui pourrait diluer les sécrétions de facteurs paracrines nécessaires a

leur croissance (Haynesworth et al.,, 1996). Cependant, certains travaux de la littérature rapportent une

prolifération de CSM humaines ensemencées en flacon statique (milieu basal aMEM supplémenté de 20 %
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de sérum) a des concentrations trés basses de 2 cellules/cm?, aprés une période de latence minimale de 5
jours (Javazon et al., 2001). Cette différence peut provenir de la concentration plus élevée en sérum, ou de
I'origine humaine des cellules.

Au vu de ces résultats, et pour éviter la période de latence, nous avons choisi pour la suite des travaux une
concentration d'ensemencement de CSM porcines de 5000 +/- 1000 cellules/cm?, soit 3 x 10" cellules/mL,
dans un volume de culture représentant 5 mL/cm?2. Cela permet d’obtenir un facteur de multiplication des
cellules d’environ 5 avant d’atteindre la confluence. Ce facteur de multiplication serait plus faible a une

concentration cellulaire plus élevée car la confluence serait atteinte plus rapidement.
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Figure 42. Influence de la concentration d'ensemencement sur la prolifération des CSM porcines. Les cellules sont ensemencées
en plaque 96-puits a (O) 150 cellules/cm?, () 750 cellules/cm?, (@) 1500 cellules/cm?, (A) 7500 cellules/cm?, et (A ) 15 000
cellules/cm?.

3.1.2. Conditions d'ensemencement de CSM en mode agité

La concentration cellulaire d'ensemencement choisie pour la culture en mode statique a été transposée a
la culture en mode agité sur microporteurs, et comparée a deux autres concentrations cellulaires. Les CSM
porcines ont été ensemencées en présence de microporteurs Cytodex 1 agités a 25 rpm dans des spinners
de 200 mL de volume de milieu de culture, a raison de 3 a 12 cellules/microporteur (soit 3000 a 12 000
cellules/cm?). Les résultats présentés dans la Figure 43 indiquent un facteur de multiplication des cellules
de 9 (aprés 240 h de culture), 7 (apres 180 h de culture), et 3 (apres 120 h de culture), respectivement pour
des ensemencements de 3, 6 et 12 cellules/porteur. La croissance cellulaire est donc favorisée par un

nombre initial de cellules par porteur plus faible.
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Ce phénomene est également observé dans des études rapportées dans la littérature. Dans les travaux de
Sart et al. (2010), des CSM de rat ont été cultivées sur Cultispher G, ce qui s’est traduit par des facteurs de
multiplication passant de 2 a 5 lorsque le ratio initial cellules/porteur était diminué de 100 a 15
(correspondant & 8 x 10*et 1,2 x 10* cellules/mL). De méme, Hewitt et al. (2011) ont cultivé des CSM
humaines sur Cytodex 3, et ont observé un facteur de multiplication de 20 avec 5 cellules/porteur (1,5 x 10*
cellules/mL), alors qu’il diminuait a 6 avec 10 cellules/porteur (3 x 10 cellules/mL). Cette augmentation de
la croissance cellulaire, induite par un ensemencement plus faible, peut étre liée a une plus grande surface

disponible pour la prolifération des cellules, et donc une confluence atteinte moins rapidement.

Dans notre étude, la concentration en microporteurs semble également avoir une influence sur la
croissance des CSM porcines. En effet, pour une méme concentration cellulaire initiale (3 x 10* cellules/mL),
la phase de déclin cellulaire est retardée de 4 jours avec 2,4 g/L de Cytodex 1 par rapport a 1,2 g/L (Figure
43). Ce résultat peut également s'expliquer par une plus grande surface totale disponible pour les cellules.

Sart et al. (2010) n'ont pas observé une telle différence entre des cultures réalisées a différentes
concentrations de Cultispher S (1, 2 et 3 g/L; 1,2 x 10* cellules/mL) pendant 6 jours. Cela pourrait
s’expliquer par le fait que les microporteurs Cultispher sont macroporeux, contrairement aux
microporteurs Cytodex 1, et offrent une surface d'adhérence supérieure a l'intérieur des pores. En
revanche, Hewitt et al. (2011) rapportent un facteur de multiplication cellulaire plus élevé (x 20) avec 1 g/L
de Cytodex 3 qu'avec 2,5 g/L (x 10), a une concentration cellulaire similaire de 1,2 x 10 cellules/mL. Dans
ce cas, la nature de l'agitation (tige horizontale) pourrait expliquer les différences avec nos résultats

(culture sous agitation pendulaire).
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Figure 43. Influence de la concentration d'ensemencement sur la culture de CSM porcines sur Cytodex 1 en spinner (200 mL ; 25
rpm). (O) 3 cellules/microporteur (2,4 g/L Cytodex 1; 3 x 10°cellules/mL), (@) 6 cellules/microporteur (1,2 g/L Cytodex 1; 3 x 10*
cellules/mL), et (©) 12 cellules/microporteur (1,2 g/L Cytodex 1; 6 x 10" cellules/mL) ; Perreur est estimée 2 20 %
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L'expansion de CSM porcines sur microporteurs en culture agitée nécessite donc de sélectionner certains
parametres d'ensemencement, comme la concentration cellulaire et la concentration en porteurs (Tableau

12).

Tableau 12. Influence de la concentration d'ensemencement et de la concentration en microporteurs sur la croissance des CSM
porcines

Haute valeur du parametre

Parameétres d'ensemencement | Faible valeur du parameétre d’ensemencement !
d’ensemencement

Le phénomeéne paracrine augmente la

La dilution des cellules peut induire une latence . .
croissance cellulaire (Haynesworth et al.,

Nombre de cellules/mL

(Figure 42) 1996)
. . . . Augmentation des collisions entre porteurs
Nombre de microporteurs/mL Moins de surfaces disponibles (Croughan et al., 2000)
Nombre de cellules/porteur Etre au moinsa 1 C?III'J.Ie’/porteur pour une La surface d|§pon.|blfe pour.la prolifération
bonne homogénéité de la culture cellulaire diminue (Figure 43)

3.1.3. Influence d’une agitation initiale sur I'adhérence des CSM

L'agitation appliquée lors de la phase d'ensemencement des CSM est un parameétre qui varie souvent dans
les travaux rapportés de la littérature. Dans un premier temps, nous avons déterminé le temps nécessaire
aux CSM porcines pour adhérer et s'étaler sur une surface de polystyréne traitée (surface des plaques 96-
puits), grace a une observation au Cellscreen® réalisée au cours du temps. Les résultats présentés dans la
Figure 44 montrent que les cellules, ensemencées sans aucune agitation, commencent a adhérer au bout
de 2,5 h. Ce résultat est cohérent avec celui de Frauenschuh et al. (2007) qui rapportent une adhérence
complete des CSM porcines aprés 3 h d'adhérence sur Cytodex 1, 2 et 3 sous agitation intermittente (5

secondes a 20 rpm ; 20 minutes statiques).

2,5h 5,5h 10h 22 h

Figure 44. Observation par Cellscreen® des CSM porcines aprés 2,5 h, 5,5 h, 10 h et 22 h de culture en plaque 96-puits sans
agitation. La délimitation réalisée par le logiciel traduit I’étalement cellulaire (x 40)
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Sur la base des observations réalisées en plaques, les cellules ont alors été ensemencées en spinner sur les
microporteurs Cytodex 1 sans aucune agitation (volume de 200 mL; 3 x 10* cellules/mL; 1,2 g/L de
microporteurs). Afin d'augmenter I'homogénéité de la répartition des cellules, une agitation de 25 rpm a
été testée pendant 1 h en début de phase d’ensemencement. Les résultats de la Figure 45 montrent
gualitativement que la répartition des cellules sur les microporteurs est plus homogéne qu'en conditions
statiques. En revanche, Hewitt et al. (2011) montrent des facteurs de multiplication de CSM humaines sur
Cytodex 3 supérieurs en conditions d'ensemencement statiques (multiplication x 20) par rapport a des
conditions agitées (multiplication x 13). Comme dans notre étude, des travaux montrent cependant que
I'adhérence des cellules est favorisée lorsque I'ensemencement est réalisé en mode agité (Korn et Schwarz,
2006; Shiragami et al., 1997). Dans la suite de nos travaux, les cultures sont ainsi ensemencées avec une

agitation d'1 h en début de culture, suivie d'une phase statique de 23 h.

Ensemencement Ensemencement
statique 24 h

Figure 45. Comparaison entre un ensemencement statique et un ensemencement agité pendant 1 h puis statique pendant 23 h
sur la distribution des CSM sur Cytodex 1. Observation microscopique a 6 h et 24 h de culture, aprés marquage au bleu de
méthyléne (x 40)

3.1.4. Influence de la siliconisation des spinners

L'influence de la siliconisation des spinners a été étudiée sur la croissance des CSM porcines cultivées sur
Cytodex 1, en conditions statiques et agitées a deux vitesses (25 et 75 rpm). Les cellules sont ensemencées
a3 x 10* cellules/mL, dans des spinners en verre (200 mL). La siliconisation des spinners est nécessaire pour
rendre le verre plus hydrophobe et ainsi limiter I'adhérence des microporteurs et des cellules aux parois. En

effet, I'adhérence des porteurs diminue la surface disponible pour les cellules, et par ailleurs, les cellules
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adhérées au verre ne peuvent pas étre récoltées. La fréquence de la siliconisation n'est cependant pas
précisée dans les études rapportées dans la littérature. C'est pourquoi, nous avons testé deux conditions :
un spinner siliconé juste avant la culture (siliconisation « récente »), et un spinner ayant déja été utilisé
pour une culture de 13 jours apres la siliconisation (siliconisation « ancienne »), ensemencés avec les
mémes CSM porcines.

Les résultats présentés dans la Figure 46 montrent clairement que les concentrations cellulaires maximales
atteintes dans des spinners avec une siliconisation ancienne sont prés de deux fois inférieures a celles
obtenues dans des spinners avec une siliconisation récente, et ce quelle que soit la vitesse d'agitation. La
siliconisation récente améliore donc la croissance cellulaire, que ce soit en condition statique (0 rpm) ou en
condition agitée (25 et 75 rpm). Cela peut étre lié a une dégradation de la siliconisation du verre en cours

de culture. Pour la suite des études, les spinners ont été siliconés juste avant chaque culture.

25 rpm 75 rpm
100 100
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Figure 46. Influence de la siliconisation des spinners sur la croissance des CSM a 0 rpm, 25 rpm et 75 rpm. (@) Spinners avec une
siliconisation récente, (O) Spinners avec une siliconisation ancienne

Grace a ces études préliminaires, les conditions d’ensemencement favorables a la croissance des CSM
porcines s’orientent vers une concentration cellulaire de 5000 cellules/cm? en plaque 96-puits, un ratio
cellules/porteur de 3 a 6 en spinner, ainsi qu'une siliconisation récente des spinners. De plus, une agitation
initiale d’'une heure permet une meilleure homogénéité des cellules adhérées sur les microporteurs. Ces

parametres d’ensemencement ont été retenus pour la suite de nos études d’expansion cellulaire.
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3.1.5. Influence de I'dge des CSM ensemencées

Apres un certain nombre de divisions cellulaires, les cellules somatiques cessent de proliférer et entrent en
sénescence (Wagner et al., 2008). Cette sénescence réplicative serait principalement due a un
raccourcissement des télomeres, et servirait in vivo a échapper a une cancérisation (Sharpless et al., 2004).
Dans le cas des CSM cultivées in vitro, une sénescence réplicative est également observée (Bonad et al.,
2006; lzadpanah et al., 2008). Elle débuterait des le premier passage en culture, et impliquerait une
altération du phénotype, du potentiel de différenciation et de I'expression génique (Wagner et al., 2008). II
est possible d’éviter cette sénescence en transfectant le géne de la télomérase, une enzyme qui limite
|'érosion des télomeéres (Hiyama et al., 2007; Weber et al., 2010). Cette transformation n'est cependant pas
encore admise pour les CSM a usage thérapeutique. La sénescence réplicative des CSM reste une limite
pour leur culture jn vitro a long terme. Or, peu de données sont disponibles sur cette sénescence des CSM
in vitro, et sur son implication a la fois sur leur prolifération et leur métabolisme. Il est donc intéressant de

mieux caractériser le comportement de CSM porcines lors de leur culture a long terme jusqu’a 85 jours.

Pour cela, les CSM porcines sont cultivées en spinner de 200 mL, adhérées sur les microporteurs Cultispher
G, qui sont le plus souvent utilisés dans les études d'expansion de CSM rapportées dans la littérature. Les
cellules sont ensemencées 3 une concentration de 3 x 10* cellules/mL (6 x 10° cellules/cm?), sous une
agitation de 25 rpm. Les cinétiques de prolifération et de lyse cellulaire, de consommation de glucose et de

glutamine, et de production de lactate et d'ions ammonium ont été analysées.

Les CSM porcines utilisées dans cette étude proviennent d'un préléevement de 140 mL de moelle osseuse,
correspondant a environ 1,4 x 10* CSM selon I'estimation rapportée dans les travaux de Kasten et al. (2008).
Aprés un premier passage de 15 jours (passage 0, dit P0O), 2 x 10’ CSM sont obtenues, correspondant & 10
doublements de population (DP). Lors du second passage (P1), les cellules se divisent plus lentement (2,5
DP). Les cellules sont alors congelées pour réaliser une banque cellulaire. Apres décongélation, les cellules
sont amplifiées pendant encore 2 passages (P2 et P3) (4,5 DP), avant de démarrer notre étude. Au cours du
passage P4 (aprés 47 jours de culture in vitro, noté J47), les CSM sont cultivées, soit sur microporteurs en
spinners, soit en flacons statiques de 175 cm?. Les cellules amplifiées en flacons servent ensuite a
ensemencer les spinners lors du passage P5 (J59), ainsi que des flacons statiques, servant a leur tour a
ensemencer les spinners du passage P6 (J75) (Figure 47). A la fin de I'étude, les cellules ont donc subi 6

passages, pendant une durée de 85 jours de culture (représentant théoriquement 23 DP).

100

[Chapitre 3. Parametres de culture]



Passage 0 Passage 1
Prélévement P ’ o,
. decsm | =P %—b .
T\r [ ) -

e

v N

[ congetaion |

—

Passage 2 Passage 3 Passage 4 Passage 5 Passage 6

Ny =

Figure 47. Protocole de culture de CSM porcines pendant 85 jours

Les cinétiques de croissance observées en spinner aux passages 4, 5, et 6 sont présentées dans la Figure
48a. Les vitesses spécifiques maximales de croissance calculées a partir de ces résultats diminuent au fur et
a mesure du nombre de passages, avec des valeurs de 0,020 h™, 0,018 h™ et 0,016 h™ respectivement pour
les cellules cultivées aux passages 4, 5 et 6. En revanche, |'activité de la LDH dans le surnageant de culture
n’est pas proportionelle aux nombres de passage subis par les CSM porcines, avec une lyse cellulaire de 15
% des cellules au passage 4, de 32 % des cellules au passage 5, et de 12 % des cellules au passage 6 (Figure

48b).
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Figure 48. Influence de I’age des cellules ensemencées sur les cinétiques de croissance et de lyse des CSM porcines cultivées en
spinner sur Cultispher G. (a) Concentration cellulaire des cultures a passage (O) 4, () 5, et (@) 6. (b) Activité extracellulaire de
la lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant de cultures a passage (O) 4, (7 )5 et (®) 6 ; 'erreur est estimée a 20 %
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Afin d’identifier les raisons de cette baisse de vitesse de croissance des CSM, les concentrations de glucose,
glutamine, lactate et ions ammonium ont été mesurées dans le surnageant des cultures et les vitesses
spécifiques de consommation et de production ont été calculées (Figure 49). Les résultats indiquent que
ces vitesses spécifiques augmentent avec I'dge des cellules ensemencées. En revanche, aucune différence
significative des rendements lactate/glucose et glutamine/ammonium n’a été observée (Figure 50). Aucun

shift métabolique entre le glucose et la glutamine ne semble donc étre induit par la sénescence.

25 20

20t

i, 1=l
= 2 15}
= e
8 15} % ’%%
g =g10_ Ny
;’10- o
8 = Bl
3 5} E
[1+]
s = N\
o c '

0 g ; ' ; 0 ' ' ; k

0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Temps (h) Temps (h)
__ 6 o 10
= = d
gl K=
ko) T 8f
3 3
© 4t ©
2 9 i
3 3 6
g3 g
.g 2t 'g ar
e o
© £
S 1} £ 27
o) ©
@] (@]
0 1 1 1 L 0 1 1 L L
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250
Temps (h) Temps (h)

Figure 49. Vitesses spécifiques de consommation du glucose (a) et de la glutamine (c), et de la production de lactate (c) et d'ions
ammonium (d) des CSM porcines cultivées aux passages (O) 4, () 5 et (@) 6 en spinner sur Cultispher G (25 rpm ; 200 mL)
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Figure 50. Rendement lactate/glucose (a) et ions ammonium/glutamine (b) au cours de cultures de CSM porcines aux passages
(O0) 4, (M) 5 et (M) 6 cultivées sur Cultispher G (25 rpm ; 200 mL)

Nos résultats ont ainsi montré un ralentissement de la prolifération des CSM, au fur et a mesure des
passages. Ce phénomeéne a également été observé dans des travaux rapportés de la littérature. Ainsi,
Wagner et al. (2008) ont remarqué que des CSM humaines présentaient des modifications
morphologiques, un élargissement de leur taille et un arrét de la prolifération aprés 43 a 77 jours de culture
(entre le passage 7 et le passage 12). Bonad et al. (2006) ont également cultivé des CSM humaines pendant
118 jours (jusqu'a passage 9). lls ont montré que la longueur des télomeéres se raccourcissait de 9,19 Kbp a
8,7 Kbp au cours de la culture, tandis que le doublement de population diminuait de 7,7 a 1,2 entre le
premier et le dernier passage. Par ailleurs, dans les travaux de Bruder et al. (1997), les CSM humaines
cessent de proliférer apres le passage 15, correspondant a 38 DP. Enfin, Vacanti et al. (2005) ont réussi a
maintenir des CSM porcines en prolifération jusqu'a 100 DP (40 passages), méme si la prolifération des

cellules commencait a diminuer a partir du 15°™ passage (35-40 DP).

Nos travaux ont également permis d’observer une augmentation des vitesses spécifiques du métabolisme
cellulaire avec I'age des cellules. Malheureusement, peu de données sont disponibles sur cette évolution
du métabolisme des CSM. Quelques études rapportées dans la littérature évoquent cependant un effet de
la sénescence réplicative des fibroblastes, cellules proches des CSM, sur leur métabolisme. Des travaux
réalisés avec des fibroblastes humains montrent un métabolisme actif en sénescence réplicative (Goldstein,
1990). Burns et Richter (2008) montrent que les protéines CREB (Cytoplasmic polyadenylation element-
binding protein) et p53 sont impliquées dans la sénescence des fibroblastes, notamment dans la
maintenance de la longueur des télomeéres, mais également dans leur métabolisme, avec entre autres la
régulation de SCO2 (Synthesis of Cytochrome Oxidase 2). Par ailleurs, Zwerschke et al. (2003) rapportent

une augmentation de la consommation de glucose et de la production de lactate chez des fibroblastes
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humains en sénescence. Les auteurs émettent I'hypothese d'une dérégulation de certaines enzymes de la
glycolyse, conduisant a une déplétion en ATP suivi d’'une accumulation d'AMP, qui induirait alors la

sénescence des cellules.

Nos résultats sur I’évolution des vitesses spécifiques de croissance et de métabolisme en fonction de I'adge
des cellules ensemencées soulignent la nécessité d'effectuer nos études au méme passage afin de pouvoir
réaliser des études comparatives. C'est pourquoi, nos études en spinner ont été ensuite réalisées avec des

cellules ensemencées au passage 4.

3.2. Influence des composés du milieu de culture

Les nombreux travaux rapportés dans la littérature sur les CSM ont essentiellement analysé les besoins
biochimiques des CSM humaines et murines. Cependant, malgré I'intérét de I'utilisation de CSM porcines
dans les essais de greffes autologues, peu de travaux ont été réalisés pour analyser leurs besoins
biochimiques. Or, il est communément admis que chaque type cellulaire présente des exigences
spécifiques (Sotiropoulou et al., 2006; Schop et al., 2009). C'est pourquoi, nous avons quantifié les
cinétiques cellulaires dans le cas d’expansion de CSM porcines en faisant varier la composition du milieu de
culture. Tout d'abord, l'influence du sérum de veau fcetal (SVF), composé classiquement ajouté dans les
milieux de culture des CSM, a été analysée sur la croissance des cellules. Les cellules ont été cultivées en
plaque 96-puits et leur croissance quantifiée par analyse d'images. Puis, |'effet de divers constituants, tels
que le glucose, la glutamine, les antioxydants et les facteurs de croissance, a été évalué sur la croissance, le
métabolisme et la multipotence des cellules, en plaque 96-puits et en flacon statique de 25 cm’. Les

résultats ont permis la formulation d'un milieu de culture plus spécifiquement adapté aux CSM porcines.

3.2.1. Influence du sérum de veau feetal

L'ajout de SVF aux milieux de culture de base (IMDM, aMEM, DMEM) est indispensable a la culture des
CSM, ces milieux de base ne contenant pas tous les composés nécessaires a leur expansion. Bien que les
procédés d'expansion des CSM a usage thérapeutique s’orientent vers ['utilisation de milieux sans
composés d’origine animale (Santos et al., 2011), le SVF reste encore largement utilisé en recherche. Dans
notre étude, les cellules ont été cultivées dans de I'lMDM en présence de concentrations de SVF de 0 a 15

% (v/v), pendant 13 jours en plaque 96-puits. Les résultats présentés dans la Figure 51 confirment qu'en
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éme

I'absence de sérum, une baisse du pourcentage de recouvrement des puits intervient des le 27" jour de
culture, probablement en raison de la mort et du détachement des cellules. Avec une concentration de 5 %
de SVF, les cellules restent adhérées, mais le pourcentage de recouvrement des puits n'‘augmente qu'a
partir de 10 jours de culture. En revanche, avec 10 % et 15 % de SVF, le pourcentage atteint 55 et 60 %,
respectivement. La croissance des CSM porcines dans le milieu IMDM nécessite donc des concentrations de
SVF supérieures a 5 %. Dans la littérature, les milieux de culture pour CSM porcines contiennent entre 5 et
10 % de SVF (Vacanti et al., 2005; Frauenschuh et al., 2007). Cette étude préliminaire sur l'influence du SVF
nous a permis de retenir la valeur de 10 % de SVF pour la suite de nos travaux. La concentration de 10 % de

SVF par rapport a 15 % a été choisie avec I'objectif a long terme de remplacer le SVF par un substitut

d’origine non animale.
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Figure 51. Influence de la concentration en sérum de veau foetal (SVF) sur la croissance des CSM porcines. Les cellules sont
ensemencées a des concentrations de 5000 cellules/cm? en plaque 96-puits, (O) sans SVF, dans (©) 5 % de SVF, dans (@) 10 %
de SVF ou dans (A) 15 % de SVF, 'erreur est estimée a 20 %

3.2.2. Influence des autres composés du milieu de culture

Les besoins des cellules sont tout d’abord nutritifs, et reposent principalement sur I'apport en glucose et en
acides aminés. Alors que le glucose a été montré comme la source principale d'énergie des CSM, les acides
aminés sont souvent moins consommeés (Schop, 2010). Les CSM requiérent aussi des molécules bioactives,
telles que les antioxydants et les facteurs de croissance (Molchanova et al., 2008). En effet, méme si les
CSM possédent leurs propres mécanismes de défense vis-a-vis des ROS (Reactive Oxygen Species), |'ajout
de molécules antioxydantes supplémentaires dans le milieu de culture peut étre bénéfique (Ebert et al.,

2006). Par ailleurs, bien que le SVF contienne des facteurs de croissance, il a été montré que
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I'augmentation de ces concentrations basales, tels que celle du FGF2, permettrait de favoriser la croissance
de CSM humaines par un facteur 10 (Sotiropoulou et al., 2006).

L'influence de ces composés sur le comportement des CSM n'est cependant pas encore bien établie dans
les différents travaux rapportés dans la littérature. En effet, les résultats sont contradictoires quant a I'effet
d'une forte concentration de glucose (25 mM) sur la croissance des CSM, et quant a la consommation de la
glutamine. De plus, peu d'informations sont disponibles sur les effets des antioxydants sur la croissance des
CSM porcines. Enfin, la nature et la concentration des facteurs de croissance varient d'une étude a l'autre,
rendant difficile toute généralisation quant a leurs effets. C'est pourquoi, nous avons réalisé des études
cinétiques détaillées sur l'influence de ces différents composés dans le cas particulier de I'expansion de
CSM porcines. Ces travaux sont rassemblés dans un projet de publication intitulé: «Kinetic studies of

porcine mesenchymal stem cell growth : biochemical requirements for rapid expansion».

Dans cette étude, les CSM porcines ont été cultivées en plaque 96-puits en présence de différentes
formulations de milieu de culture, et leur croissance a été quantifiée par analyse d'images. Apres avoir
sélectionné le milieu de base le plus adapté aux CSM porcines, I'influence de plusieurs concentrations de
glucose et de glutamine, de différents antioxydants et de deux facteurs de croissance recombinants
humains a été étudiée. Des études cinétiques ont alors été réalisées en flacons statiques, dans la
formulation de milieu retenue, afin de quantifier le métabolisme du glucose et de la glutamine. Enfin, la

multipotence des CSM porcines a été vérifiée aprés une semaine d'expansion dans ce milieu de culture.
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ABSTRACT

The extensive use of mesenchymal stem cells in tissue engineering and cell therapy increases the necessity
to improve their expansion, in order to provide the high quantities required for therapeutic applications.
Among these, porcine mesenchymal stem cells are valuable models for tissue engineering. However, their
biochemical requirements for a rapid expansion phase have not been fully determined. In the present study,
the effect of glucose, glutamine, antioxidant and growth factors concentrations on porcine MSC expansion
were analyzed by performing kinetic studies. The results showed that a lower glucose concentration (5.5
mM) enabled to increase maximal cell concentration by 40 % compared with a higher one (25 mM), while
addition of 2 to 6 mM of glutamine increased maximal cell concentration by more than 25 % compared
with no glutamine supplementation. Moreover, supplementation with 1 uM thioctic acid increased
maximal cell concentration by 40 % compared with no supplementation. Finally, the addition of 1 ng/mL
human fibroblastic growth factor 2 (FGF2) increased maximal cell concentration by 40 % compared with no
addition. Using these conditions, the cells multiplied by more than 14 folds in 10 days and retained their

multipotency. Porcine MSC expansion thus benefited from this adapted culture medium.

KEYS WORDS: Mesenchymal stem cell, Expansion, Metabolism, Antioxidant, Growth factors, Culture

medium
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INTRODUCTION OF THE PUBLICATION

The emerging fields of tissue engineering and cell therapy take great interest in mesenchymal stem cells
(MSC) [1]. MSC are adult stem cells, mainly extracted from the bone marrow, and exhibit properties of self-
renewal, differentiation, immunoregulation and cytokine secretion [2,3]. The scarcity of MSC within the
bone marrow is the main reason that justifies their amplification for therapeutic purposes. The
development of in vitro expansion methods for MSC is becoming an important aspect of tissue engineering
and cell therapy. In order to obtain high quantities of MSC in a short period of time, culture parameters
have to be adapted to meet the cells needs. In parallel to human MSC, porcine MSC are commonly used as
cell model to fulfill the human-mouse gap, exhibiting the complexity of human diseases [4]. Indeed,
according to Vacanti et al. (2005) [5], porks present morphologic and physiologic similarities with humans,
which make porcine MSC a valuable preclinical model for heart [6], cartilage [7] or tooth [8] repair studies.

Porcine MSC are also an attractive source for preclinical autologous tissue engineering studies [9].

However, few data are available on the culture parameters for porcine MSC rapid expansion. Several
studies reported in the literature used porcine MSC [4, 5, 10-14], but only one study tested different media
components on porcine MSC growth [9]. Data on culture parameters of other MSC species including human,
goat and murine origin exist, but differences between those species have to be underlined [15,16].
Concerning growth media, the basal media generally used for MSC expansion are the alpha Minimum
Essential Medium (aMEM) [4, 9, 16], the Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) [11, 12, 13, 14, 17, 18,
19] or the Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) [20]. Those basal media contain inorganic salts,
nutritional components such as glucose and amino acids, including vitamins and antioxidants and are
generally supplemented with fetal bovine serum. Serum-free media are available for MSC expansion,
however their composition being usually confidential, the study of the influence of specific compounds on
MSC growth is difficult. Moreover, serum-free media are expensive, and not significant for preliminary
studies of MSC mass expansion.

Glucose concentration in basal media has been shown to have different impacts, positive or negative, on
MSC growth, depending on the studies [15, 19, 21, 22]. Variable consumptions of glutamine by MSC were
reported, depending on the studies [16, 23, 24]. Moreover, the antioxidants present in the basal media,
such as ascorbic acid in aMEM, and sodium selenium in IMDM, have been shown to have a positive effect
on human MSC growth [25, 26] but none on porcine MSC growth [9]. Concerning growth factors, the
addition of the fibroblastic growth factor 2 (FGF2) enabled to stimulate human MSC proliferation [27-29].
The hepatocyte growth factor (HGF) is known for its ability to enhance MSC growth and to exhibit

antiapoptotic activity [30, 31]. HGF is secreted by ischemic myocardium to recruit and amplify MSC [31].
108

[Chapitre 3. Parametres de culture]




In the present study, the mass expansion of porcine MSC was investigated by adapting growth media to the
cells need. First, various basal media classically used for MSC were tested on porcine MSC growth. Then,
the biochemical components such as glucose and glutamine, various antioxidants and human growth
factors were studied for their ability to promote porcine MSC growth. An adapted culture medium for

porcine MSC expansion was then proposed.

MATERIAL AND METHODS

Primary culture of porcine MSC

Bone marrow was extracted from the iliac crest of three month old pigs and seeded in 175 cm? T-flasks.
Culture medium was composed of aMEM (Sigma M0894) supplemented with 10 % fetal bovine serum (FBS)
(Invitrogen, 26140), 1 % antibiotics (composed of 10 000 U/L of penicillin G, 10 mg/mL of streptomycin and
25 pug/mL of amphotericin B, Fisher W3473M), 2 mM glutamine (Eurobio, CSTGLUOO-0OP), 1 ng/mL FGF2
(Millipore, GF003) and 0.1 mM B-mercaptoethanol (Sigma M7522). After a week, the medium was changed
twice a week. Two weeks later, the remaining adherent cells were trypsinized and seeded at a density of
0.5 x 10" cells/cm? in 175 cm? T-flasks. After two passages, porcine MSC were pooled and cryopreserved in
culture medium containing 10 % DMSO for cell banking at 10 cells/mL. For further studies, cells where
thawed from the bank and seeded at a density of 0.5 x 10* cells/cm? in T-flasks, before their use in 96-well

plates, 25 cm? T-flasks or spinner flasks at passage 5.

Kinetic studies of porcine MSC growth in 96-well plates

Porcine MSC growth kinetics were performed using the Cellscreen system (Innovatis) [32, 33]. Cells were
seeded in 96-well plates at 0.6 x 10* cells/cm? with 200 pL medium in each well (0.9 x 10" cells/mL). Every
day, 6 wells for each condition were rinsed with phosphate buffer saline (PBS) and trypsinized with 50 pL of
0.05 % trypsin for 5 min. Then, 150 plL of culture medium was added and the cells were homogenized and
settled for 20 min. The plate was displayed under the microscope within the Cellscreen. Images of the wells
were taken by a CCD camera and analyzed by an image post-treatment software to enumerate the cells.
The wells on the edges of the plate were not used, due to evaporation bias. The mean standard deviation
between the replicates (6 wells for each condition) represented 20 %.

The effect of basal culture media was tested by comparing porcine MSC growth in two types of aMEM
(Sigma, M0894 noted A, and M4526 noted B), in DMEM (Sigma, M5796) and in IMDM (Gibco, 21980) (Table
1). All media were supplemented with 10 % FBS and 1 % antibiotics. The main differences between the four

basal media were thus the glucose and glutamine concentrations, and the antioxidant molecule.
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Glucose concentration was tested at 5.5, 13.5 and 25 mM in aMEM A supplemented with 10 % FBS and 1 %
antibiotics. Glutamine concentration was tested at 0, 2, 4 and 6 mM in aMEM B supplemented with 10 %
FBS and 1% antibiotics. Antioxidant thioctic acid was tested by comparing aMEM A (supplemented with 10
% FBS and 1 % antibiotics), and aMEM B (supplemented with 10 % FBS, 1 % antibiotics, and 2 mM
glutamine). Antioxidants sodium selenium (Sigma, S5261) and B-mercaptoethanol (Sigma, M7522) were
tested at 0, 0.01, 0.02, 100 uM and 0, 0.1 and 1 mM respectively, in aMEM A supplemented with 10 % FBS
and 1 % antibiotics. Human growth factor FGF2 (Millipore, GF003) was tested at 0, 0.1, 0.5, 1, 5 and 12.5
ng/mL in aMEM A (supplemented with 10 % FBS and 1 % antibiotics). The effect of the human growth
factor HGF (Millipore, GF116) was tested at 0, 1, 5 and 10 ng/mL in aMEM A (supplemented with 10 % FBS

and 1 % antibiotics).

Table 1. Concentrations of glucose and glutamine, and antioxidant molecules present in the commercial culture media

Media Glucose [mM] Glutamine [mM] Antioxidant
0.28 mM ascorbic acid
aMEM A >3 2 1 uM thioctic acid
aMEM B 5.5 0 0.28 mM ascorbic acid
DMEM 25 4 None
IMDM 25 4 0.01 uM sodium selenium

Kinetic studies of porcine MSC growth in T-flasks
The following medium was used: aMEM A supplemented with 1 % antibiotics, 10 % FBS, 2 mM glutamine, 1
ng/mL FGF2. Cells were seeded in 25 cm? T-flasks (5 mL) in the following conditions: 0.6 x 10” cells/cm?, 3 x

10* cells/mL and no medium change.

Growth and metabolism analysis of porcine MSC

Each day, three T-flasks were counted by the crystal violet method (detailed below). A solution of 0.1 M
citric acid containing 1 % crystal violet (Sigma) was added to the samples, which were placed at 37°C under
agitation for at least one hour to release the cell nuclei. Those nuclei were then counted on Fush-Rosenthal
hemacytometer. The maximal specific growth rates were calculated during the active growth phase
between 24 and 50 hours of culture.

Porcine MSC metabolism was analyzed by using enzymatic kits. Extracellular glucose concentrations
(Glucose PAP, Elitech) and extracellular lactate concentrations (Lactate PAP, Biomérieux) were measured
with an automated multiparameter analyzer (Vitalab Selectra). Measurements of extracellular glutamine
concentration (Glutamate, R-Biopharm) were performed in 96-well plates using a spectrometer (Titertek
Instruments). The corrected glutamine concentration was calculated by performing experiments in the

same conditions but without cells, taking into account the spontaneous decomposition of glutamine at
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37°C. Extracellular ammonia concentrations were measured with a selective probe (Orion). Maximal

specific consumption and production rates were calculated between 24 and 50 hours of culture.

Porcine MSC characterization

Cell multipotency was assayed by using differentiation kits in 96-well plates. Adipogenesis (Fisher,
Stempro® adipogenesis differentiation kit W59599) was tested by seeding 10* cells/cm?® in adipogenic
differentiation medium that was changed twice a week. After 2 weeks, cells were rinsed in PBS, fixed in
glutaraldehyde and stained with the specific marker of lipids, Oil-red O. Chondrogenesis (Fisher, Stempro®
chondrogenesis differentiation kit W59972) was tested by generating a 5 pL drop of cell solution at 1.6 x
10’ cells/mL in the center of a well. Two hours later, the chondrogenic differentiation medium was added
and then changed twice a week. After 3 weeks, cells were rinsed in PBS, fixed in glutaraldehyde and stained
with the specific marker of proteoglycans, alcian blue. Osteogenesis (Fisher, Stempro® osteogenesis
differentiation kit W5959A) was tested by seeding MSC at 5 x 10> cells/cm? in osteogenic differentiation
medium changed twice a week. After 3 weeks, cells were rinsed in PBS, fixed in glutaraldehyde and stained

with the specific marker of deposited calcium, Alizarin red.

RESULTS AND DISCUSSION

Porcine MSC expansion requires an adapted growth medium

In order to expand porcine MSC in an adapted growth medium, four commercial media classically used for
human and rat MSC were first tested on cell growth in 96-well plates: aMEM A, aMEM B, DMEM and
IMDM (Table 1), all supplemented with 1 % antibiotics and 10 % FBS. The maximum cell concentration was
similar between aMEM B (0.6 + 0.1 x 10’ cells/mL) and DMEM (0.7 + 0.1 x 10° cells/mL) (Figure 1).
Compared to aMEM B, an increase of 66 % and 133 % of the maximal cell concentration was observed in
IMDM (1.0 + 0.2 x 10° cells/mL) and in aMEM A (1.4 + 0.3 x 10° cells/mL), respectively (Figure 1). The basal
medium aMEM A appeared therefore more adapted to the expansion of porcine MSC compared to aMEM

B, DMEM or IMDM.

Such an advantage of aMEM over DMEM was observed on human MSC in other studies [15, 34].
Sotiropoulou et al. (2006) also pointed out that the basal medium IMDM promoted murine MSC expansion
but not human MSC expansion [15]. In the present study, porcine MSC were able to proliferate and to
multiply by 10 fold in IMDM, suggesting that a difference exists between human and porcine biochemical
needs. The main differences between the four basal media (aMEM A, aMEM B, DMEM, IMDM) lie in their
glucose and glutamine concentrations, and the antioxidant present in their composition. Thus, the

advantage of aMEM A over the other basal media could come from either its glucose and glutamine
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concentration, the presence of antioxidants, or from any combination of these components. The influence
of glucose, glutamine and antioxidants are therefore further studied on porcine MSC growth. Other minor
composition differences such as amino acid concentrations or inorganic salt composition were in the

present study not investigated.
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Figure 1. Effect of basal media on porcine MSC growth kinetics (supplemented with 10 % FBS): aMEM A (O), aMEM B (@),
IMDM (@) and DMEM (A)

To study the effect of glucose concentration on porcine MSC growth kinetics, cells were expanded in 96-
well plates with glucose concentrations varying from 5.5 mM to 25 mM in aMEM A (10 % FBS). Results

showed that an increase in glucose concentration was not beneficial to porcine MSC growth (Figure 2).
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Figure 2. Effect of glucose concentration on porcine MSC growth kinetics, cultured in aMEM A (10 % FBS): 5.5 mM (O), 13.5 mM
(®)and 25 mM (@)
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According to the literature, the effect of glucose on MSC expansion is controversial. Some studies reported
that a high glucose concentration (25 mM) was detrimental for human and rat MSC growth [15, 35] while,
in other studies, no impact of high glucose concentration on human MSC growth was described [21]. In the
study of Jung et al. (2010), a positive effect of high glucose concentration on human MSC growth was
shown [22]. The effect of glucose concentration on MSC growth could be influenced by other factors, such
as the time of exposure, or oxygen levels [36].

To study the effect of glutamine concentration on porcine MSC growth kinetics, the cells were expanded in
96-well plates at various concentrations of glutamine. Basal medium aMEM B (10 % FBS) was enriched with
2 to 6 mM glutamine. Since FBS has been reported to be initially composed of up to 0.5 mM glutamine [37],
the culture medium is already enriched with up to 0.05 mM glutamine. Results showed that the maximum
porcine MSC concentrations were 25 % higher with 2 to 6 mM glutamine supplementation than without
any (Figure 3). It has to be underlined that porcine MSC could survive and proliferate without any
additional supplementation of glutamine, other than the one initially present in the serum. The effect of

glutamine concentration on MSC growth was not reported in the literature for other species.
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Figure 3. Effect of glutamine supplementation on porcine MSC growth kinetics, cultured in aMEM B (10 % FBS): no
supplementation (O), 2 mM (©), 4 mM (@) and 6 mM (A) glutamine supplementation

To study the influence of antioxidants on porcine MSC growth, the medium was supplemented with various
concentrations of three different antioxidants: thioctic acid, sodium selenium and B-mercaptoethanol.
Basal medium aMEM B (supplemented with 2 mM glutamine and 10 % FBS) initially containing 0.28 mM
ascorbic acid was compared with aMEM A (supplemented with 10 % FBS) initially containing 0.28 mM

ascorbic acid and 1 uM thioctic acid. Cultures with 1 uM thioctic acid reached a maximal cell concentration
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that was 40 % higher than when no thioctic acid was present (Figure 4a). Moreover, addition of 0.01 and
0.02 uM sodium selenium in aMEM A (10 % FBS, containing 0.28 mM ascorbic acid and 1 uM thioctic acid)
did not significantly increase the maximal cell concentration, whereas addition of 100 uM sodium selenium
inhibited the cell growth (Figure 4b). Finally, aMEM A (10 % FBS), containing 0.28 mM ascorbic acid and 1
MM thioctic acid, was supplemented with B-mercaptoethanol. Addition of 0.1 and 0.5 mM B-
mercaptoethanol did not significantly increase the maximal cell concentration and a reduction of the

maximal cell concentration was observed when 1 mM B-mercaptoethanol was added (Figure 4c).
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Figure 4. Influence of various antioxidant molecules on porcine MSC growth. (a) (O) No thioctic acid supplementation (dMEM B,
supplemented with 2 mM glutamine, 10 % FBS), (@) thioctic acid 1 pM (aMEM A, 10 % FBS). (b) Sodium Selenium at various
concentrations in MEM A (10 % FBS): 0 uM (O), 0.01 uM (©), 0.02 uM (@) and 100 pM (A). (c) B-mercaptoethanol at various
concentrations in aMEM A (10 % FBS): 0 mM (O), 0.1 mM (©), 0.5 mM (@), and 1 mM (A).

The results indicated that thioctic acid supplementation was beneficial for porcine MSC growth. However,
the additional supplementation of aMEM A medium with sodium selenium and B-mercaptoethanol did not
increase the cell growth and was even detrimental at higher concentrations. The neutral or negative effects
of sodium selenium and B-mercaptoethanol could be due to the presence of ascorbic acid and thioctic acid
in the basal medium, and possibly to the presence of selenium in the serum [38]. Few studies described the
effect of antioxidants on MSC expansion [9, 25, 26]. A higher human MSC growth was observed when
selenium and ascorbic acid were added in the medium [25, 26]. On the contrary, Bosch et al. (2006) did not
observe any improvement in porcine MSC growth by adding ascorbic acid up to 5 mg/mL [9]. Inui et al.
(1997) underlined that B-mercaptoethanol enhanced human osteoprogenitor cell growth, a cell type close
to MSC [39]. Thioctic acid has not yet been tested on MSC growth, but is known to restore glutathione
levels [40] and to regenerate ascorbic acid [41]. In this study, the addition of 1 uM thioctic acid in a medium
containing 0.28 mM ascorbic acid and 10 % FBS enabled to enhance porcine MSC maximal cell
concentration by 40 %.

From the results obtained on the influence of glucose, glutamine and antioxidants on porcine MSC growth,
the advantage of the basal medium aMEM A over aMEM B, DMEM and IMDM originates from the
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combination of a low glucose concentration (5.5 mM), the presence of glutamine (2 mM), and the presence
of thioctic acid (1 uM).

In order to further improve the growth medium for porcine MSC, the supplementation with human growth
factors was studied. Cells were cultivated in 96-well plates with two different human recombinant growth
factors, FGF2 and HGF, since commercial porcine growth factors were not available at that time. FGF2 was
added in the medium at a concentration ranging from 0.1 ng/mL to 12.5 ng/mL with 1 % antibiotics and 10
% FBS. Results showed that porcine MSC growth was stimulated by human FGF2 (Figure 5a). However, the
maximum cell concentrations remained similar when HGF was tested, whatever the concentration used
(Figure 5b). According to the literature, human growth factor FGF2 is known to enhance human MSC
proliferation while maintaining the multipotency of cells [27-29]. Human FGF2 was shown to also stimulate
the growth of rat MSC [30]. In the present study, addition of human FGF2 at a low concentration (1 ng/mL)
enabled to increase porcine MSC concentration by 40 %. Besides economical reasons, a low concentration

of growth factor has to be preferred in order to prevent a potential cell differentiation [27].
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Figure 5. Effect of human growth factors on porcine MSC kinetics. (a) Human FGF2 at various concentrations in aMEM A (10 %
FBS): 0 ng/mL (O), 0.1 ng/mL (©), 0.5 ng/mL (@), 1 ng/mL (A), 5 ng/mL (A) and 12.5 ng/mL (A). (b) Human HGF at various
concentrations in aMEM A (10 % FBS): 0 ng/mL (O), 0.5 ng/mL (© ), 1 ng/mL (@), 5 ng/mL (A) and 10 ng/mL (A)

An adapted medium for porcine MSC can therefore be proposed, composed of aMEM A supplemented
with 10 % FBS, 1 ng/mL FGF2 and 2 mM glutamine. This medium was used for MSC expansion in 25 cm? T-
flasks at a seeding concentration of 0.6 x 10* cell/cm? and 3 x 10" cells/mL (5 cm2/mL). The cells multiplied
by 4-fold and reached a total cell number of 6 x 10° cells (1.2 x 10> cells/mL), while retaining their
multipotency (Figure 6). This design of an adapted culture medium for improved porcine MSC expansion
could serve as a basis for further optimization, which would include experimental designs and chemically

defined serum-free media.
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Figure 6. MSC multipotency test. Cells expanded in T-flasks were differentiated along the adipogenic (a), chondrogenic (b), and
osteogenic (c) pathway

Porcine MSC metabolism is similar to other MSC species

In order to study porcine MSC metabolism, the maximal specific consumption and production rates of the
cells in T-flasks were calculated (Table 2). Values of glucose and glutamine consumption rates, lactate and
ammonia production rates, and lactate/glucose yield were in a similar range as other MSC species such as
human, goat and rat MSC, reported in the literature (Table 3). Only the yield of ammonia from glutamine in
our study was significantly lower than the values reported in the literature. One hypothesis could be the

production of alanine, lowering the production of ammonia [42].

Table 2. Maximal specific growth rates, glucose and glutamine consumption rates, and lactate and ammonia production rates of
MSC cultured in T-flasks

m [d-ll qgluc Qlact qglut Qamm Ylac/gluc Yamm/glut
[pmol/cell/day] | [pmol/cell/day] | [pmol/cell/day] | [pmol/cell/day] | [mmol/mmol] | [mmol/mmol]

T-flask 0.31 12 24 6 2 2.0 0.1

Table 3. Comparison of MSC metabolism from different species reported in the literature

MSC specie qgluc Qiact qglut Qamm YIac:/glut: Yamm/glut
[pmol/cell/day] | [pmol/cell/day] | [pmol/cell/day] | [pmol/cell/day] [mmol/mmol] [mmol/mmol]
30 [24]

1.6 [24]

15 [24] 37 [24] 1[23] 45 [24]
Human " 2 [16] 1.2 [23]
3[16] 10.3 [23] 0.007 [16] 1[23] 16 [16]
Goat 2.6 [16] 0.003 [16]* 0.8 [16] 1.3 [16]
Rat 6 [16] 0.006 [16]* 1.9 [16] 1.6 [16]

*: corrected for spontaneous glutamine decomposition at 37°C ; [24] Dos Santos, 2010; [23] Eibes, 2010; [16] Schop, 2009

CONCLUSION

Porcine MSC were used in several studies reported in the literature, due to their value as a model for
autologous tissue engineering. However, few data exist on their biochemical needs. Since differences in the
metabolism of human, goat and murine MSC have been underlined, it was assumed that porcine MSC
exhibited specific requirements to promote their growth. In the present study, a culture medium enabling a

rapid expansion of porcine MSC is therefore proposed. Indeed, kinetic analysis demonstrated that porcine

116

[Chapitre 3. Parametres de culture]



MSC were able to grow efficiently in aMEM A, initially containing 5.5 mM glucose, 2 mM glutamine, 0.28
mM ascorbic acid, 1 uM thioctic acid, and supplemented with an additional 2 mM of glutamine and 1
ng/mL human FGF2. However, HGF failed to improve porcine MSC growth. The high glucose concentrations
tested (up to 25 mM) did not improve the cell growth. Whereas additional glutamine supplementation was
not essential to promote the growth of porcine MSC, addition of 2 mM glutamine allowed to increase the
MSC expansion by more than 25 %. Other basal media tested (aMEM B, IMDM, DMEM) appeared less
adapted to porcine MSC expansion. Using the supplemented aMEM A medium, porcine MSC metabolism
analysis showed that the values of consumption and production rates of glucose, glutamine, lactate and
ammonia were similar with the values reported on other MSC species. This design of an adapted culture
medium for improved porcine MSC expansion could serve as a basis for further optimization, using design

of experiments and serum-free media.

ACKNOWLEDGEMENTS

Funding for this project was supported by the French National Research Agency (ANR). C. Ferrari received a grant from

the Ministry of Research and National Education.

REFERENCES

1. Jorgensen, C., Gordeladze, J., Noél, D. (2004) Curr. Opin. Biotech. 15, 406-410.

2. Caplan, A. I., Dennis, J. E. (2006) J. Cell. Biochem. 98, 1076-1084.

3. Kolf, C. M., Cho, E., Tuan, R. S. (2007) Arthritis. Res. Ther. 9, 204.

4. Comite, P., Cobianchi, L., Avanzini, M. A., Zonta, S., Mantelli, M., Achille, V., De Martino, M., Cansolino, L., Ferrari, C.,
Alessiani, M., Maccario, R., Gandolfo, G. M, Dionigi, P., Locatelli, F., Bernardo, M. E. (2010) Transplant. P 42, 1341-
1343

5. Vacanti, V., Kong, E., Suzuki, G., Sato, K., Canty, J. M, Lee, T. (2005) J. Cell. Physiol. 205, 194-201.

6. Van der Spoel, T. I. G, Jansen of Lorkeers, S. J., Agostoni, P., van Belle, E., Gyongydsi, M., Sluijter, J. P. G., Cramer, M.
J., Doevendans, P. A, Steven A.J. Chamuleau S. A. J (2011) Cardiovasc. Res. 91, 649—658.

7. Chung, R,, Foster, B. K., Xian, C. J. (2011) Stem Cells Int. doi:10.4061/2011/570125

8.Zheng, Y., Liy, Y., Zhang, C. M., Zhang, H. Y., Li, W. H,, Shi, S., Le, A. D., Wang, S. L. (2009) J. Dent. Res. 88, 249-254.
9. Bosch, P, Pratt, S. L., Stice, S. L. (2006) Biol. Reprod. 74, 46-57.

10. Ringe, J., Kaps, C., Schmitt, B., Blscher, K., Bartel, J., Smolian, H., Schultz, O., Burmester, G. R., Haupl, T., Sittinger,
M. (2002) Cell Tissue. Res. 307, 312-327.

11. Zouy, X, Li, H., Chen, L., Baatrup, A., Biinger, C., Lind, M. (2004) Biomaterials 25, 5375-5385

12. Jin, Y., Kato, T., Furu, M., Nasu, A., Kajita, Y., Mitsui, H., Ueda, M., Aoyama, T., Nakayama, T., Nakamura, T.,
Toguchida, J. (2007) Biochem. Bioph. Res. Co. 391, 1471-1476.

13. Frauenschuh, S., Reichmann, E., Ibold, Y., Goetz, P. M., Sittinger, M., Ringe, J. (2007) Biotechnol. Prog. 23, 187-193.
14. Mahajan, A., Stahl, C. H. (2009) J. Nutr. Biochem. 20,512-520.

15. Sotiropoulou, P. A,, Perez, S. A., Salagianni, M., Baxevanis, C. N., Papamichail, M. (2006) Stem Cells 24, 462-471.

16. Schop, D., Janssen, F. W., Van Rijn, L. D. S., Fernandes, H., Bloem, R. M., De Bruijn, J. D., Van Dijkhuizen-Radersma,
R. (2009) Tissue Eng. Part A 15, 1877-1886.

17. Bruder, S. P., Jaiswal, N., Haynesworth, S. E. (1997) J. Cell Biochem. 64, 278-294.

18. Sart, S., Schneider, Y. J., Agathos, S. N. (2009) J. Biotechnol. 139, 291-299.

19. Deorosan, B., Nauman, E. A. (2011) Stem Cells Int. doi:10.4061/2011/429187

20. Zhu, W., Chen, J., Cong, X., Hu, S., Chen, X. (2006) Stem Cells 24, 416-425.

21. Li, Y. M., Schilling, T., Benisch, P., Zeck, S., Meissner-Weigl, J., Schneider, D., Limbert, C., Seufert, J., Kassem, M.,
Schiitze, N., Jakob, F., Ebert, R. (2007) Biochem. Bioph. Res. Co. 363, 209-215.

117

[Chapitre 3. Parametres de culture]



22.Jung, M. R, Min, Y. L, Seung, P. Y., Ho, J. H. (2010) J. Cell. Physiol. 224, 59-70.

23. Eibes, G., dos Santos, F., Andrade, P. Z., Boura, J. S., Abecasis, M. M. A., da Silva, C. L., Cabral, J. M. S. (2010) J.
Biotechnol. 146, 194-197.

24. Dos Santos, F., Andrade, P. Z., Boura, J. S., Abecasis, M. M., Da Silva, C. L., Cabral, J. M. S. (2010) J. Cell. Physiol. 223,
27-35.

25. Ebert, R., Ulmer, M., Zeck, S., Meissner-Weigl, J., Schneider, D., Stopper, H., Schupp, N., Kassem, M., Jakob, F.
(2006) Stem Cells 24, 1226-1235.

26. Choi, K. M., Seo, Y. K., Yoon, H. H., Song, K. Y., Kwon, S. Y., Lee, H. S., Park, J. K. (2008) J. Biosci. Bioeng. 105, 586-
594.

27. Tsutsumi, S., Shimazu, A., Miyazaki, K., Pan, H., Koike, C., Yoshida, E., Takagishi, K., Kato, Y. (2001) Biochem. Bioph.
Res. Co. 288, 413-419.

28. Bianchi, G., Banfi, A., Mastrogiacomo, M., Notaro, R., Luzzatto, L., Cancedda, R., Quarto, R. (2003) Exp. Cell. Res.
287, 98-105.

29. Ahn, H. J.,, Lee, W. J., Kwack, K., Kwon, Y. D. (2009) FEBS Letters 583, 2922-2926.

30. Forte, G., Minieri, M., Cossa, P., Antenucci, D., Sala, M., Gnocchi, V., Fiaccavento, R., Carotenuto, F., De Vito, P.,
Baldini, P. M., Prat, M., Di Nardo, P. (2006) Stem Cells 24, 23-33.

31. Deuse, T., Peter, C., Fedak, P. W. M., Doyle, T., Reichenspurner, H., Zimmermann, W. H., Eschenhagen, T., Stein,
W., Wu, J. C., Robbins, R. C., Schrepfer, S. (2009) Circulation 120, S247-5S254

32.Viebahn, C. S., Tirnitz-Parker, J. E. E., Olynyk, J. K., Yeoh, G. C. T. (2006) Eur. J. Cell. Biol. 85, 1265-1274.

33. Brinkmann, M., Litkemeyer, D., Gudermann, F., Lehmann, J. (2002) Cytotechnology 38, 119-127.

34. Javazon, E. H., Colter, D. C., Schwarz, E. J., Prockop, D. J. (2001) Stem Cells 19, 219-225.

35. Stolzing, A., Coleman, N., Scutt, A. (2006) Rejuv. Res. 9, 31-35.

36. Chen, C.T., Hsu, S. H., Wei, Y. H. (2010) Biochim. Biophys. Acta. 1800, 257-263.

37. Baetz, A. L., Hubbert, W. T., Graham, C. K. (1975) J. Reprod. Fert. 44, 437-444.

38. Safaralizadeh, R., Kardar, G. A., Pourpak, Z., Moin, M., Zare, A., Teimourian, S. (2005) Nutrition Journal 4, 32 doi:
10.1186/1475-2891-4-32

39. Inui, K., Oreffo, R. O. C,, Triffitt, J. T. (1997) Cell. Biol. Int. 21, 419-425.

40. Shay, K. P., Moreau R. F., Smith, E. J., Smith, A. R., Hagen, T. M. (2009) Biochim. Biophys. Acta 1790, 1149-1160.

41. Gonzalez-Perez, O., Gonzalez-Castaneda, R. E. (2006) Nutr. Res. 26, 1-5.

42. Zwerschke, W., Mazurek, S., Stockl, P., Hitter, E., Eigenbrodt, E., Jansen-Diirr, P. (2003) Biochem. J. 376, 403-411.

118

[Chapitre 3. Parametres de culture]




Principales contributions du projet de publication

Cette étude nous a permis de mieux caractériser les principaux besoins biochimiques des CSM porcines au
cours de leur expansion cellulaire. Les résultats ont montré que certains milieux de base, comme I'adMEM,
étaient plus adaptés aux besoins des CSM porcines que d'autres. Cela résulte principalement de leur
concentration en glucose et en glutamine, ainsi que de la présence ou non de molécules antioxydantes.
Ainsi, une faible concentration en glucose (5,5 mM) a permis d'augmenter la concentration cellulaire
maximale de 40 % en comparaison d'une concentration de glucose plus élevée (25 mM). Par ailleurs,
I'addition de 2 a 6 mM de glutamine a amélioré la concentration cellulaire de 25 % par rapport a une
culture sans ajout de glutamine. La supplémentation en acide thioctique (1 uM) a favorisé la concentration
maximale cellulaire de 40 %. Enfin, un gain de 40 % a aussi été obtenu grace a I'ajout de 1 ng/mL de FGF2.
La mise en commun de toutes ces conditions favorables a permis I'obtention d’un facteur de multiplication
des cellules de 14 en 10 jours, sans perte de leur multipotence, ce qui est supérieur aux autres études
rapportées dans la littérature amplifiant des CSM porcines en flacons statiques (Vacanti et al., 2005; Ringe
et al., 2002; Bosch et al., 2006). Outre le fait de pouvoir accélérer I'expansion des CSM porcines, nous avons
guantifié leur métabolisme par le calcul des vitesses spécifiques de consommation de glucose et de
glutamine, et de production de lactate et d'ions ammonium. Ces parametres cinétiques, représentatifs des
CSM porcines dans le milieu choisi, présentent des ordres de grandeurs proches de ceux rapportés dans la
littérature pour les CSM murines et humaines. Cette formulation de milieu de culture a été utilisée dans la

suite des travaux présentés.

Conclusion du chapitre 3

Dans cette partie, I'influence de divers parameétres de culture sur la réponse des CSM porcines a été
évaluée, en conditions statiques et agitées (Figure 52). Nous avons pu ainsi mettre en évidence les
conditions favorisant I'expansion des CSM porcines. Ainsi, la concentration cellulaire d'ensemencement en
flacons statiques doit étre supérieure a 1500 cellules/cm? (0,75 x 10* cellules/mL). En conditions agitées,
avec les cellules adhérées sur microporteurs, elle doit étre comprise entre 3 a 6 cellules/porteur. Par
ailleurs, une agitation initiale de 25 rpm pendant une heure est nécessaire pour une adhérence homogéne
sur les microporteurs. Une siliconisation des spinners doit étre réalisée avant chaque culture afin d’éviter
I'adhérence des microporteurs et des cellules aux parois des récipients. Enfin, du fait de la sénescence
réplicative des CSM porcines observée en cours de culture, les cellules doivent étre ensemencées avant le

passage 5. La composition du milieu de culture doit également étre soigneusement choisie pour I'expansion
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des CSM porcines. Une concentration en SVF de 10 % est nécessaire pour la prolifération des cellules. Les
concentrations d’autres composés du milieu de culture ont été adaptées aux CSM porcines, tels que le
glucose (5,5 mM), la glutamine (2 mM), I'acide ascorbique (0,28 mM), I'acide thioctique (1 uM), et le FGF2
(1 ng/mL).

Ce premier chapitre de résultats a donc permis de définir plus précisément les parameéetres
d'ensemencement des CSM porcines en conditions statiques et agitées. De plus, le milieu de culture a pu
étre adapté aux besoins spécifiques des CSM porcines en nutriments et en molécules bioactives, et des
données sur le métabolisme des cellules ont été acquises. Enfin, l'influence de I'dge des cellules
ensemencées sur la prolifération et le métabolisme a souligné la nécessité d'une expansion la plus courte
possible des CSM a usage thérapeutique. Sur la base de ces données préliminaires, les différents modes

d'expansion de CSM porcines ont été étudiés plus en détails dans le second chapitre de résultats.

Parameétres de culture pour
les CSM porcines

MILIEU DE CULTURE :

aMEM mieux que IMDM et DMEM »
Glucose < 5,5 mM
Glutamine >2 mM

Acide thioctique : 1 uM

FGF2 humain : 1 ng/mL

I
'

0
i

" - Bonne croissance des cellules
- Multipotence conservée

—

- Totalité glucose convertie en lactate
- Faible consommation de glutamine
- Accumulation d’ions ammonium

ENSEMENCEMENT :

> 1500 cellules/cm?

3-6 cellules/porteur
Agitation 1% heure, 25 rpm
Siliconisation des spinners

Cellules < Passage 5

‘il

Figure 52. Résumé du Chapitre 3 sur les paramétres de culture adaptées aux CSM porcines
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Introduction du Chapitre 4

L'expansion des CSM porcines est fortement dépendante des parametres culturaux, biochimiques et
physico-chimiques, comme I’a montré I'étude bibliographique. L'analyse et la compréhension de I'influence
des parametres environnementaux sur la réponse des CSM sont nécessaires pour améliorer leur expansion.
Le Chapitre 3 a ainsi montré I'importance des principaux composés du milieu de culture sur I'adhérence, la
croissance et le métabolisme des cellules. Cela nous a permis de définir des conditions de culture adaptées
aux CSM porcines, et d'améliorer I'expansion cellulaire en flacons statiques et en flacons agités avec les
cellules adhérées sur microporteurs. D’autres modes d’expansion des CSM en culture agitée sont rapportés
dans la littérature, tels que la culture sur différents types de microporteurs, la culture en suspension
unicellulaire, ou encore la culture sous forme d'agrégats (Frauenschuh et al., 2007; Baksh et al., 2007; Frith
et al., 2010). Or, ces méthodes d’expansion n'ont jamais été comparées toutes ensemble dans une méme
étude. Par ailleurs, il est souvent difficile de comparer les travaux des différents auteurs car les méthodes

de comptage sont trés disparates, et reposent sur différentes propriétés des cellules.

Dans cette partie, nous nous sommes attachés a la sélection d’'un mode d'expansion en conditions agitées,
qui soit adapté aux CSM porcines. Pour cela, différents modes de culture ont été comparés sur la base de la
réponse physiologique des cellules. Ainsi, les CSM ont été cultivées en spinner, soit sans support
d'adhérence, en suspension ou en agrégats, soit adhérées sur des microporteurs (Cytodex 1, Cytodex 3,
Hillex, Cultispher G et Cytopore). Les cinétiques de croissance, de mort et de métabolisme des cellules ont
été analysées tout au long des cultures, puis comparées a des cultures de mémes cellules réalisées en
flacons statiques. De plus, il nous a semblé nécessaire d’apporter une contribution a une éventuelle
standardisation de I'évaluation de la concentration cellulaire. Ainsi, une comparaison des principales
méthodes de comptage des CSM cultivées sur microporteurs a été réalisée. Une nouvelle technique a
également été proposée pour permettre le comptage automatisé des CSM sur microporteurs sans

trypsination.

123

[Chapitre 4. Mode d’expansion]



4.1. Influence des modes d'expansion en conditions agitées sur la

réponse des CSM porcines

L'expansion des CSM est généralement réalisée dans des flacons statiques (Sotiropoulou et al., 2006). Ce
systeme de culture présente cependant des inconvénients, tels qu’une limitation de |'’extrapolation et un
manque de régulation des parametres physico-chimiques (Frauenschuh et al.,, 2007). Ces inconvénients
peuvent étre levés en mettant en ceuvre des cultures en bioréacteurs agités et contrdlés. L'agitation des
cellules est obtenue par leur mise en suspension, soit sous forme unicellulaire ou d'agrégats, soit sur des
microporteurs. Les cultures en suspension unicellulaire sont largement utilisées pour les lignées cellulaires
continues, et ont déja été appliquées aux cellules souches de type hématopoiétiques (Andrade-Zaldivar et
al., 2008). Les cultures sous formes d'agrégats sont également utilisées pour les lignées continues
(Goetghebeur et al., 1990; Moreira et al. 1995), ainsi que pour les cellules souches embryonnaires
(Bauwens et al., 2008) et les cellules souches adultes (Kallos et al., 2003; Serra et al., 2009; Youn et al.,
2005). Enfin, les cultures sur microporteurs sont classiquement utilisées pour les lignées continues
adhérentes (van Wezel, 1976; Tharmalingam et al., 2010) et récemment pour les cellules souches
embryonnaires (Alfred et al.,, 2010; Chen et al., 2011). Le principal avantage des microporteurs pour la
culture de cellules adhérentes est le rapport important entre la surface d'adhérence et le volume de milieu
de culture comparé aux cultures statiques, ce qui minimise le colt et 'espace nécessaire aux cultures.
Différents microporteurs sont proposés sur le marché, qui varient en fonction de leur forme (en batonnet,
sphérique), de leur taille (de 10 um a 2 mm), de leur composition (dextrane, cellulose, gélatine,
polystyréne), de leur densité (1,03 a 1,10 g/L), de leur charge (positive ou négative), ainsi que de leur

porosité (micro ou macroporosité, taille des pores).

Plusieurs études focalisées sur des cultures de CSM en suspension (Baksh et al., 2007 ; Chen et al., 2006),
sous forme d'agrégats (Subramanian et al., 2011; Frith et al., 2010), ou sur microporteurs (Frauenschuh et
al., 2007; Schop et al., 2008 et 2010; Yang et al., 2007; Yu et al., 2009; Boo et al., 2011; Sart et al., 2009 et
2010; Eibes et al., 2010) ont été rapportées. Cependant, il est difficile de comparer les différents résultats
car de nombreux parametres different d'une étude a l'autre, tels que ceux concernant la phase
d'ensemencement, la concentration initiale en cellules et en microporteurs, les fréquences d'agitation, la
composition du milieu de culture, les volumes de culture, les méthodes de comptage des cellules, ou
encore les régimes d'alimentation. Bien que certaines études comparent l'expansion sur différents
microporteurs (Frauenschuh et al., 2007; Yang et al., 2007; Sart et al., 2010), aucune comparaison entre les

différents modes de culture agitées n’a été réalisée.
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Afin d’établir les conditions propices a I’expansion des CSM porcines en conditions agitées, l'influence de
plusieurs systemes de culture agitée a été testée, notamment sur I'adhérence, la croissance, la mort et le
métabolisme cellulaires. Les différents modes de culture évalués sont la culture en suspension, la culture
sous forme d'agrégats, ainsi que la culture sur cing types de microporteurs différents: microporeux

(Cytodex 1, Cytodex 3 et Hillex), ou macroporeux (Cultispher G et Cytopore 2).

4.1.1. Culture de CSM en suspension et sous forme d'agrégats

Afin de cultiver les CSM en suspension, celles-ci ont été directement ensemencées dans un spinner sous
agitation (200 mL; 25 rpm). Dans ces conditions, aucune croissance apparente des cellules n'a été observée.
Les cellules restent cependant métaboliquement actives, puisque 2 mM de glucose ont été consommés, et
3 mM de lactate ont été produits pendant les premiéres 180 h de culture. En revanche, aucune activité de
la LDH n'a été observée dans le surnageant. Apres 24 h de culture, les cellules ont formé un agrégat unique,
de plusieurs millimetres de diametre. |l semblerait donc que les cellules se soient agrégées sans mortalité

cellulaire apparente.

Ces résultats sont en accord avec les travaux de Baksh et al. (2003) qui ont observé que des CSM humaines
cultivées en suspension s’agregent rapidement et perdent leur potentiel de prolifération. Les cultures en
suspension ne seraient possibles que lorsque les CSM n'ont jamais préalablement adhéré sur un support.
Dans ces conditions, plusieurs études ont rapporté des amplifications réussies de CSM cultivées en
suspension (Baksh et al., 2003; Chen et al., 2006; Zhang et al., 2009). Le fait de ne jamais faire adhérer les
cellules est cependant contraignant, notamment pour réaliser les banques cellulaires. Une étude de Benoit
et al. (2007) a montré que l'activité constitutive de la kinase ILK (Integrin Linked Kinase), une enzyme clé
intégrant les voies signalétiques d'adhérence et de prolifération, permettait d'amplifier en suspension des
CSM préalablement adhérentes. En paralléle, Feng et al. (2007) ont obtenu des résultats similaires en
ajoutant un inhibiteur de la Caspase 3, une enzyme impliquée dans le mécanisme apoptotique déclenché

par I'impossibilité d'adhérence des cellules.

Concernant la culture sous forme d'agrégats, les CSM porcines ont d'abord été ensemencées dans des
flacons recouverts d'agarose afin de former des agrégats de petite taille. Aprés 24 h, les agrégats ont été
transférés dans des spinners sous agitation (200 mL; 25 rpm). Dans ces conditions, les agrégats se sont
rassemblés en un agrégat unique apres 24 h de culture, semblable a celui formé par les CSM ensemencées
en suspension. Deux études rapportent la culture de CSM sous forme d'agrégats (Subramanian et al., 2011,

Frith et al., 2010). Cependant, Subramanian et al. (2011) ont utilisé une sous-population tres proliférative
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de CSM, les MAPC (Multipotent Adult Progenitor Cells), et Frith et al. (2010) n'ont détecté a l'intérieur des

agrégats que des cellules viables, sans aucune prolifération apparente.

Méme si peu d'études ont rapporté la culture de CSM sans support d'adhérence, ces modes de culture
présentent tout de méme des avantages pour la culture a grande échelle. En effet, I'absence de support
d'adhérence supprime I'étape de digestion enzymatique pour détacher les cellules, ce qui simplifie le
procédé. De plus, aucune particule issue des microporteurs ne pollue les cellules apres la récolte (Shaw,
2010), ce qui est capital pour une application en ingénierie cellulaire. Par ailleurs, des agrégats de cellules
BHK (Baby Hamster Kidney) ont montré une résistance accrue aux contraintes hydrodynamiques par
rapport a des cellules sur microporteurs (Moreira et al., 1995). Ces cultures sont donc prometteuses mais
nécessitent encore beaucoup d’études pour éviter l'agrégation massive des cellules, et induire une

prolifération cellulaire satisfaisante.

4.1.2. Culture de CSM sur différents microporteurs

Dans nos conditions de culture, les CSM porcines ne présentent pas de prolifération apparente sans
support d'adhérence. La culture sur microporteurs a donc été envisagée, en testant cing types de
microporteurs différents : trois sont microporeux, tels que Hillex (515 cm?/g sec), Cytodex 1 (4400 cm’/g
sec) et Cytodex 3 (2700 cm?/g sec), deux sont macroporeux, tels que Cytopore 2 (surface externe de 5000
cm?/g sec, pores de 30 pum) et Cultispher G (surface externe de 2000 cm?/g sec, pores de 20 pm). Mise &
part la porosité, les microporteurs différent par leur composition (cf. Tableau 8 dans le Chapitre 2. Matériel
et Méthodes). Les microporteurs Hillex, Cytodex 1 et Cytopore 2 sont chargés positivement, grace a des
résidus triméthylammonium (Hillex) ou de DEAE (Cytodex 1 et Cytopore 2). En ce qui concerne les
microporteurs Cytodex 3 et Cultispher G, leur surface est composée de gélatine. Le point isoélectrique de la
gélatine dépend de son origine (Zhang et al., 2006). Dans le cas de Cytodex 3 et de Cultispher G, la gélatine
provient de la peau de porc, avec un point isoélectrique d’une valeur de 9,4 (Malafaya et al., 2007 ;
Berthold et al., 1998). Au pH des cultures de CSM (autour de 7,4), ces deux microporteurs sont alors

chargés positivement (Lim et Kim, 1995).

Les CSM porcines ont été ensemencées sur les cing types de microporteurs dans les mémes conditions de
culture, 3 une concentration cellulaire de 6000 cellules/cm? et de 3 x 10 cellules/mL, sans renouvellement
de milieu. Pour chaque culture, la concentration en microporteurs a été adaptée pour atteindre une
surface de 1000 cm?® dans chaque spinner de 200 mL agité a 25 rpm (volume d'ensemencement de 100 mL,

agité 1 h a 25 rpm, puis 23 h sans agitation). Le pourcentage de cellules adhérées aprés 5 h
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d'ensemencement varie en fonction des différents systemes de culture, avec une plus forte valeur en
flacons statiques (80 %) (Tableau 13). Selon le type de microporteur utilisé, le pourcentage de cellules
adhérées le plus élevé est obtenu avec Cytodex 1 (69 %), alors que le plus bas est obtenu sur Hillex (46 %).
A la fin de la phase d'ensemencement (24 h), toutes les cellules sont adhérées quel que soit le systéme de
culture. De la méme fagon, I'étude de Schop et al. (2010) a montré un pourcentage de cellules adhérées

plus élevé apres 18 h d'ensemencement sur Cytodex 1 (58 %) contre 11 % avec les microporteurs Hillex.

Tableau 13. Pourcentage de cellules adhérées aprés 5 h d'ensemencement selon les différents systémes de culture utilisés

% de cellules adhérées aprés 5 h

Systéme de culture ,
d'ensemencement

Flacon statique 80+16
Hillex 46 +9
Cytodex 1 69 + 14

Spinner avec
cellules sur Cytodex 3 6313
microporteurs

Cytopore 2 54 +11

Cultispher G 61+12

Apres la phase d'ensemencement de 24 h, les cellules sont soumises a une agitation continue de 25 rpm.
Leurs vitesses spécifiques de croissance sont calculées entre 24 h et 50 h de culture. Les données sont
résumées dans le Tableau 14 et les cinétiques de croissance sont présentées dans la Figure 53. Par
comparaison a la culture en flacon statique (0,31 j), les cellules sur microporteurs présentent une vitesse
spécifique de croissance plus élevée, sauf sur Hillex (0,25 j7).

Plusieurs études ont rapporté une prolifération des CSM sur microporteurs, tels que sur Cytodex 1
(Frauenschuh et al., 2007; Schop et al., 2008; Boo et al., 2011), Cytodex 3 (Yu et al., 2009; Sart et al., 2010),
et Cultispher (Yang et al., 2007; Sart et al., 2009; Sun et al., 2010). Cependant, les comparaisons entre ces
études sont difficiles a effectuer en raison du manque de standardisation entre les protocoles d'expansion.
Sart et al. (2010) ont comparé la culture de CSM de rat sur Cultispher S et Cytodex 3 pendant six jours, en
conditions agitées a 70 rpm. La concentration cellulaire la plus élevée a été obtenue avec les Cultispher S.
Les auteurs émettent I'hypothése que les pores des supports Cultispher S protégeraient les cellules des
contraintes de cisaillement, contrairement aux porteurs microporeux Cytodex 3. De la méme fagon, Eibes
et al. (2010) ont indiqué que la porosité de Cultispher créait une niche hypoxique favorable a la croissance
des CSM. Dans notre étude, nous n’observons pas de différence significative de prolifération des CSM
porcines entre les microporteurs macroporeux (Cultispher G, Cytopore 2) et microporeux (Cytodex 1,
Cytodex 3) lors d’une agitation a 25 rpm en spinner. Cela peut étre di a des conditions plus douces
d'agitation en spinner par rapport aux travaux de la littérature.

Enfin, deux études ont comparé la croissance de CSM sur microporteurs par rapport a celle observée en
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flacons statiques (Yu et al., 2009; Sart et al., 2009). Les deux études n'ont pas trouvé de différence entre les
deux modes de cultures. Par contre, dans notre étude, une vitesse spécifique de croissance
significativement plus élevée a été observée sur Cytodex 1, Cytopore 2 et Cultispher G par rapport a la
culture en flacon statique. Ces différences, par rapport aux études rapportées dans la littérature, peuvent
s'expliquer par les conditions opératoires de culture. Par exemple, notre phase d'ensemencement
comprend une heure d’agitation a 25 rpm suivie de 23 h en phase statique, alors que I'étude de Sart et al.
(2009) applique une agitation intermittente a la culture, peut-étre moins favorable a I'adhérence initiale

des cellules sur les microporteurs.

Tableau 14. Vitesses spécifiques de croissance des CSM porcines cultivées dans différents systémes

Systeme de culture 1] (j'l)
Flacon statiques 0,31
Hillex 0,25

Spinner avec Cytodex 1 0,54

cellules sur Cytodex 3 0,38
microporteurs

Cytopore 2 0,48
Cultispher G 0,46
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Figure 53. Cinétiques de croissance des CSM porcines cultivées dans différents systémes de culture, en conditions statiques
(flacon) ou agitées sur microporteurs (25 rpm) (a) Culture en flacon statique (O) et sur Hillex (@ ). (b) Culture sur Cytodex 1 (<)
et Cytodex 3 (). (c) Culture sur Cytopore 2 (A ) et Cultispher G (A)
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4.1.3. Influence du type de microporteur sur la réponse des CSM

Influence des différents microporteurs sur la mortalité cellulaire

Afin de déterminer l'influence du type de microporteurs sur la mortalité cellulaire, I'activité de la LDH dans
les surnageants de culture a été mesurée et comparée aux cultures en flacons statiques (Figure 54). Lors
des cultures sur Hillex, la concentration cellulaire atteint une phase stationnaire et décroit lentement, avec
une activité maximale de LDH mesurée de 114 U/L. Alors que l'activité de la LDH est plus faible dans les
cultures réalisées avec Cytodex 1 (68 U/L) et Cytodex 3 (54 U/L), la concentration cellulaire diminue
rapidement apres 100 h de culture, et une agrégation cellulaire apparait a la surface de ces microporteurs.
L'activité de la LDH est aussi élevée dans les cultures sur Cultispher G (112 U/L), alors que la concentration
cellulaire diminue lentement. L'activité de la LDH est plus faible lors des cultures sur Cytopore 2 (51 U/L), et
la concentration cellulaire diminue lentement aussi. Aucune agrégation cellulaire n'est visible sur Cultispher
G et Cytopore 2. Dans les flacons statiques, aucune baisse de la concentration cellulaire n'est observée, et
I'activité de la LDH est plus faible (36 U/L) que dans les cultures sur microporteurs. On remarque donc que
I'activité de la LDH extracellulaire n'est pas ici liée a la baisse apparente de la concentration cellulaire. Un
biais est probablement introduit par la méthode de comptage cellulaire, basée sur le comptage des noyaux

cellulaires colorés par du cristal violet.

Dans I'étude de Schop et al. (2010), une agrégation des CSM ovines est également observée sur Cytodex 1.
Par ailleurs, il a été rapporté que les surfaces chargées positivement pouvaient entrainer une diminution de
la production de matrice extracellulaire par les cellules, et donc affaiblir leur adhérence (Varani et al., 1995).
Pourtant, les microporteurs Cultispher G et Cytopore 2 sont aussi chargés positivement, alors qu'aucune
agrégation cellulaire n'a été observée a leur surface. Leur structure macroporeuse pourrait, soit rendre non
observable les cellules, soit inhiber I'agrégation cellulaire. Concernant les cultures sur Hillex, microporteur
également chargé positivement, de nombreux débris cellulaires ont été observés dans le surnageant de
culture, ce qui traduit un détachement et une lyse des cellules, confirmée par I'accumulation de LDH

extracellulaire.
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Figure 54. Activité de la LDH dans le surnageant de cultures de CSM porcines, réalisées dans différents systéemes de culture, en
conditions statiques (flacon) ou agitées sur microporteurs (25 rpm) (a) Culture en flacon statique (O) et sur Hillex (@). (b)
Culture sur Cytodex 1 (<>) et Cytodex 3 (#). (c) Culture sur Cytopore 2 (A) et Cultispher G (A)

Influence des différents microporteurs sur le métabolisme des CSM

Afin de déterminer l'influence des différents modes de culture sur le métabolisme des CSM porcines, les
vitesses spécifiques maximales de consommation de glucose, de glutamine, et de production de lactate et
d'ions ammonium, ainsi que les rendements lactate/glucose et ions ammonium/glutamine ont été calculés,
sur la méme durée de culture de 250 h (Tableau 15). Les résultats ne montrent aucune différence
significative entre les cultures de CSM sur microporteurs et en flacons statiques, sauf en ce qui concerne le
rendement ions ammonium/glutamine. Ce rendement est de 0,1 pour les cultures en flacons statiques, de
0,7 pour les cultures sur Hillex, et d’'une valeur moyenne de 0,3 pour les autres systémes de culture. La
valeur élevée de rendement ions ammonium/glutamine lors de culture de CSM sur Hillex pourrait provenir

d’une libération a partir du triméthylammonium présent dans la composition de ce microporteur.

Tableau 15. Vitesses spécifiques maximales de consommation de glucose, de glutamine et de production de lactate et d'ions
ammonium, rendements lactate/glucose et ions ammonium/glutamine de CSM porcines cultivées en conditions statiques
(flacon) ou agitées a 25 rpm sur différents types de microporteurs.

qgluc Qlact qglut Gamm Ylac/gluc Yamm/glut

Systéme de culture [pmol/cell/j] [pmol/cell/j] [pmol/cell/j] [pmol/cell/j] [mM/mM] | [mM/mM]

Flacon statique 12 24 6 2 2,0 0,1

Hillex 13 24 5 4 1,8 0,7

Spinners avec Cytodex 1 11 26 6 4 2,1 0,3

cellules sur Cytodex 3 12 24 7 4 1,8 0,2
microporteurs

Cytopore 2 10 20 6 3 1,8 0,5

Cultispher G 11 20 9 3 1,6 0,2
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Comparées a d'autres études rapportées dans la littérature sur le métabolisme des CSM (Schop et al., 2008,
2009 et 2010; Eibes et al., 2010; Dos Santos et al., 2010), les vitesses spécifiques de consommation de
glucose, de glutamine, de production de lactate et d'ammonium obtenues dans nos conditions
représentent des valeurs intermédiaires (Tableau 16). Les rendements lactate/glucose au-dessus de 2,
comme ceux observés lors de cultures sur Cytodex 1, peuvent s'expliquer par la contribution d'autres
sources de carbone, telles que la glutamine, ainsi que par un métabolisme oxydatif trés peu efficace (Schop
et al.,, 2008; Eibes et al., 2010). Enfin, les rendements ions ammonium/glutamine dans notre étude
(moyenne de 0,3) sont significativement plus faibles que les valeurs rapportées dans la littérature (1,2 - 1,6)
(Eibes et al., 2010 ; Schop et al., 2009). Cela pourrait s'expliquer, dans nos conditions de cultures, par la
production d'alanine par l'alanine déshydrogénase, diminuant la concentration d'ions ammonium
(Zwerschke et al., 2003). Une production d’alanine a en effet été observée par Schop (2010) a hauteur de

0,45 pmol/cellule/jour par des CSM humaines lors de culture de 144 h.

Tableau 16. Synthése des vitesses spécifiques de consommation de glucose et de glutamine, de production de lactate et d'ions
ammonium, et de rendements lactate/glucose et ions ammonium/glutamine de CSM de différentes origines rapportées dans la
littérature.

origine qgluc Giact qglut Gamm Ylac/gluc Yamm/glut
des CSM [pmol/cell/j] [pmol/cell/j] [pmol/cell/j] [pmol/cell/j] [mM/mM] [mM/mM]
30 [1] 1,6[1]
Humaine 135[[21]] 15;73[?;] 0,007 [2]* 415[[31]] 2 (2] 1,6 [2]
’ 1[3] 1,2 3]
Ovine 2,6 2] 0,003 [2]* 0,8 [2] 1,3[2]
Murine 6 [2] 0,006 [2]* 1,92] 1,6 2]

*: valeurs corrigées avec la dégradation spontanée de la glutamine a 37°C ; [1] Dos Santos et al., 2010; [2] Schop et al., 2009; [3]
Eibes et al., 2010.

4.1.4. Choix du microporteur pour I'expansion des CSM

Nos résultats montrent que les CSM porcines sont capables d'adhérer et de proliférer sur les cing types de
microporteurs testés, tout en présentant un métabolisme actif. Les cultures sur les microporteurs Cytodex
1, Cytopore 2 et Cultispher G ont permis d'atteindre des vitesses spécifiques de croissance de plus de 40 %
supérieures a celle des cellules en culture en flacon statique. Parmi ces trois microporteurs, seul Cultispher
G comporte des composés d’origine animale (gélatine de porc). Ce microporteur a donc été écarté pour la
suite des travaux, le but a long terme étant I'utilisation thérapeutique des cellules amplifiées. De plus, la
gélatine pourrait induire une différenciation ostéogénique indésirable (Song et al., 2008). Quant aux
microporteurs Cytodex 1 et Cytopore 2, leur principale différence réside dans leur porosité. Alors que
Cytodex 1 est microporeux, Cytopore 2 possede des pores d'une taille de 30 um que les cellules peuvent

coloniser. Cette porosité peut étre problématique lors de la récolte des cellules, car elle nécessite un
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traitement a la trypsine plus long, ce qui peut entrainer une altération des cellules. De plus, les pores

peuvent masquer les cellules, nécessitant un marquage fluorescent pour visualiser leur morphologie.

Le microporteur Cytodex 1 (Figure 55) a donc été choisi pour la suite de nos travaux, car il rassemble plus
d'avantages que les autres, notamment une vitesse de croissance des cellules significativement plus élevée
gu’en flacon statique, une absence de composés d'origine animale, et un temps de récolte des cellules
relativement court. La multipotence des cellules cultivées pendant une semaine sur Cytodex 1 en
conditions agitées a 25 rpm a été vérifiée, en les différenciant en trois types cellulaires (adipocytes,

chondrocytes et ostéocytes) (Figure 56).

5kV X800 20pm

Figure 55. CSM porcines adhérées sur Cytodex 1 aprés 4 h de culture en spinner, observées par microscopie électronique a
balayage (x 800).

Figure 56. Multipotence des CSM porcines aprés une semaine d'expansion en flacons statiques (a)-(c) ou sur Cytodex 1 (d)-(f) ;
différenciation adipogénique (a) et (d), chondrogénique (b) et (e), et ostéogénique (c) et (f)

Parmi les cinqg microporteurs testés sur le comportement des CSM porcines, le choix s’est donc porté sur
Cytodex 1, qui a été utilisé pour la suite de nos travaux. Jusqu'a maintenant dans nos études, les CSM
porcines sur microporteurs avaient été comptées par la méthode manuelle au cristal violet. La prochaine
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étape de nos travaux étant d’étudier l'influence de nombreux paramétres opérationnels sur le
comportement de ces cellules en spinner, il était nécessaire de développer une méthode de comptage
automatisée. Pour cela, une étude des différentes méthodes de comptage adaptées aux CSM sur

microporteurs a été réalisée.

4.2. Etude des méthodes de comptage des CSM cultivées sur Cytodex 1

Les méthodes de comptage des cellules animales adhérentes peuvent étre directes ou indirectes. Les
méthodes directes impliquent le comptage de la cellule ou de I'un de ses éléments, tel que le noyau
cellulaire, et nécessitent donc un détachement préalable des cellules ou I'extraction de I'élément a compter.
Les méthodes indirectes reposent sur le dosage d'un composé produit ou consommé par les cellules, ou
d'une activité enzymatique intracellulaire. Elles nécessitent de réaliser un étalonnage afin de rapporter la
quantification du composé a un nombre de cellules. Malheureusement, |'utilisation non standardisée de
ces nombreuses méthodes rend souvent délicat, d’une part, 'automatisation du comptage des cellules
adhérées sur microporteur, et d’autre part, la comparaison entre les travaux de la littérature. C'est
pourquoi, dans cette partie, une nouvelle méthode de comptage des noyaux cellulaires par cytométrie en
flux a été évaluée pour faciliter son automatisation. Puis, les méthodes de comptage utilisées dans la
littérature ont été recensées, et leurs caractéristiques ont été précisées. Enfin, 'ensemble de ces méthodes
ont été comparées pour le suivi d'une culture en spinner de CSM porcines adhérées sur Cytodex 1,

microporteur choisi dans la partie précédente pour son intérét.

4.2.1. Méthode innovante de comptage des noyaux cellulaires par cytométrie

Jusqu'a maintenant, le comptage des CSM porcines était effectué manuellement par la coloration des
noyaux cellulaires par le cristal violet, méthode utilisée classiquement pour les lignées cellulaires
adhérentes. Par ailleurs, une méthode de comptage est actuellement proposée pour des cellules non
adhérées, tel que le systéme Guava®. Elle nécessite un détachement préalable des cellules par action de la
trypsine, puis un marquage avec un réactif contenant deux marqueurs fluorescents (Viacount®), dont
I'iodure de propidium qui s’intercale dans I’ADN. Nous nous sommes donc intéressés a la transposition de
cette méthode au cas des CSM porcines. Cependant, la trypsination des CSM adhérées sur Cytodex 1 reste
délicate, n’est pas toujours homogeéne, et peut induire des biais dans le comptage. La libération des noyaux

cellulaires est en revanche beaucoup plus aisée, car elle ne nécessite qu’une lyse cellulaire par de I'acide
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citrique. Une nouvelle méthode de comptage des CSM sur microporteurs peut donc se baser sur le
marquage des noyaux avec le réactif Viacount®, suivi de leur numération par cytométrie. C'est cette
nouvelle méthode qui a été comparée a la méthode manuelle classique utilisant le marquage des noyaux
par le cristal violet (Figure 57). Cette comparaison a été réalisée au cours d’une culture en spinner agité a
25 rpm, les CSM proliférant sur Cytodex 1. Les cinétiques d’évolution de la croissance cellulaire
apparaissent tres similaires pour les deux méthodes, avec un écart type moyen de 12 %. Ainsi, cette
nouvelle technique de comptage automatisé des noyaux cellulaires, beaucoup moins fastidieuse que le

comptage manuel sur lame de microscope, présente un intérét certain.
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Figure 57. Comparaison entre le comptage manuel des noyaux marqués au cristal violet (O) et le comptage automatique par
cytométrie des noyaux marqués a l'iodure de propidium (@) lors d’une culture de CSM porcines réalisée en spinner (200 mL)
avec les cellules adhérées sur Cytodex 1 sous agitation (25 rpm)

Par la suite, cette nouvelle méthode a été comparée avec d’autres méthodes de comptage rapportées dans

la littérature, afin d’en tester la robustesse, et d’estimer les différences existant entre toutes les méthodes.

4.2.2. Caractéristiques et comparaisons des différentes méthodes de comptage de

CSM sur microporteurs

Les études rapportées dans la littérature qui sont dédiées a I'expansion de CSM sur microporteurs utilisent
des méthodes de comptage cellulaire variées, ce qui rend difficile leur comparaison. Parmi ces méthodes,
les méthodes indirectes sont basées, soit sur |'activité respiratoire quantifiée par le MTT (diméthyle-thiozol-
2-yl-2,5-diphényl-tétrazolium bromide) ou I’Alamar Blue (Yang et al., 2007; Frauenschuh et al., 2007; Schop

et al., 2008, 2010; Han et al., 2009; Boo et al., 2011), soit sur la consommation du glucose (Higuera et al.,
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2009). Les méthodes directes nécessitent, soit la trypsination des cellules suivie d’'un marquage du
cytoplasme (Sart et al., 2009, 2010; Yu et al., 2009; Sun et al., 2010), soit le marquage des noyaux apres lyse
des cellules (Weber et al., 2010; Hewitt et al., 2011). Afin de comparer ces différentes méthodes de
comptage a notre nouvelle méthode automatisée, une culture de CSM porcines adhérées sur Cytodex 1 a
été mise en ceuvre sous agitation (25 rpm) en spinner (200 mL). Les prélevements ont été effectués
guotidiennement au méme moment, et les échantillons ont été traités selon les différentes méthodes. La
consommation de glucose a été calculée en mole/jour a partir de I’évolution de sa concentration dans le
milieu. Une valeur moyenne de la vitesse spécifique de consommation de glucose de 5,2 pmol/cellule/jour
a été utilisée pour en déduire la concentration de cellule. Les caractéristiques et conditions opératoires
utilisées pour chaque méthode sont résumées dans le Tableau 17. Les suivis cinétiques des CSM porcines

cultivées sur Cytodex 1 avec les différentes méthodes sont rapportés dans la Figure 58.

Tableau 17. Caractéristiques et conditions opératoires utilisées pour les différentes méthodes de comptage de CSM sur
microporteur

Méthode de Population cellulaire

Parameétre quantifié e . Conditions opératoires
comptage comptabilisée

Marquage du
cytoplasme avec le
Viacount®

Perméabilité de la Cellules adhérées, viables ou Les cellules sont trypsinées, marquées au
membrane cellulaire nécrosées Viacount®, puis quantifiées par cytométrie

Marquage des

noyaux avec le . Cellules adhérées et en
Noyaux cellulaires

Les cellules sont lysées, marquées au
Viacount®, puis les noyaux sont quantifiés par

Viacount® suspension cvtomeétrie
(Nouvelle méthode) ¥
MTT Activité respiratoire Cellules ayant une activité Les cellules sont incubées avec 10 % de MTT
cellulaire respiratoire pendant 1 ha37°C
Glucose Consommation de Cellules ayant un métabolisme Le surnageant des cultures est analysé par un
glucose actif kit enzymatique aprés centrifugation
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Figure 58. Comparaison des différentes méthodes de comptage lors d'une méme culture de CSM porcines réalisée en spinner
(200 mL) sur Cytodex 1 (25 rpm). Les différentes méthodes sont : (7 ) le comptage par marquage du cytoplasme au Viacount®,
(O) le comptage par marquage des noyaux au Viacount® (nouvelle méthode), (A ) le comptage par le MTT, et (@) le comptage
par la consommation de glucose

Les résultats montrent des différences plus ou moins significatives entre chaque méthode de comptage.
Une tendance similaire est ainsi observée entre le comptage des noyaux et le suivi de la consommation de
glucose. Cependant, la concentration cellulaire maximale semble étre atteinte un peu plus rapidement par
la mesure de la consommation de glucose. Ceci peut étre dii a la consommation non homogéne de glucose
par les CSM porcines en cours de culture, et donc induire un biais dans I'estimation de la population
cellulaire. En revanche, le comptage par le MTT donne des concentrations cellulaires tres inférieures aux
comptages des noyaux, avec un écart de 57 % en moyenne par rapport a la méthode initiale. Enfin, le
comptage par marquage du cytoplasme des cellules fournit des concentrations cellulaires trés basses en
début de culture, qui ne deviennent comparables aux valeurs issues des comptages des noyaux qu’apres

250 h de culture.

Les différences observées peuvent provenir des biais introduits par chaque méthode. Tout d'abord, nous
avons observé que l'efficacité de la trypsination des cellules n'était pas homogéne en cours de culture,
étant souvent plus faible au début. Ainsi, I'adhérence des cellules semble plus forte en début de culture, et
diminue ensuite, probablement en raison de l'agitation et du manque de surface disponible sur les
microporteurs (cf. Chapitre 5). De plus, il a été rapporté dans la littérature que I'activité respiratoire des
CSM dépendait du taux d'oxygene et de leur état de différenciation (Chen et al., 2010). Or, nos conditions

d’étalonnage du comptage par le MTT, réalisées en flacons statiques, sont différentes des conditions de
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culture en spinner agité (taux d'oxygéne, état des cellules, etc.). Une étude de Chiba et al. (1998) rapporte
gue le comptage par le MTT peut étre aussi perturbé par la présence d'agents réducteurs, le pH du milieu
ou la concentration de glucose. Enfin, nous avons montré précédemment que la vitesse spécifique de
consommation de glucose varie en cours de culture, avec des valeurs plus élevées en phase exponentielle
de croissance, de méme qu’en fonction du nombre de passages des CSM porcines (cf. Chapitre 3). En
revanche, le comptage des noyaux permet de s’affranchir de toutes les étapes intermédiaires, telles que
I’étape de trypsination, I'utilisation d’étalon, ou les variations en cours de culture, et peut étre automatisé.
Cette méthode ne dénombre cependant que les cellules totales, sans quantification de la mortalité

cellulaire.

Notre nouvelle méthode de comptage automatisée, qui présente donc plus d’avantages par rapport aux
autres méthodes rapportée dans la littérature, est appliquée dans la suite de nos travaux, en paralléle d’un
suivi de la mortalité cellulaire (activité de la LDH extracellulaire, apoptose). Le développement des
méthodes de comptage des cellules souches s'oriente aussi vers des méthodes de mesure en ligne, telles
gue la mesure de la conductivité par spectroscopie diélectrique, comme le montre les premiers travaux

rapportés dans la littérature (Justice et al., 2011).

Conclusion du Chapitre 4

Dans un premier temps, cette partie a abordé I'étude de plusieurs modes d'expansion de CSM porcines
(Figure 59). Tandis que les cultures de cellules en suspension ou sous forme d'agrégats n'ont pas permis
une croissance cellulaire effective, les cultures avec les cellules adhérées sur cing types de microporteurs
ont abouti a une prolifération cellulaire significative. Trois des cing microporteurs testés ont permis
d'atteindre une vitesse spécifique de croissance supérieure a celle observée en flacon statique. Le
microporteur Cytodex 1 apparait comme celui présentant le plus d'avantages, notamment en raison de
I'absence de composés d’origine animale, et de la récolte rapide des cellules aprés expansion. Par ailleurs,
une méthode de comptage innovante a été proposée pour le dénombrement automatique des cellules
cultivées sur Cytodex 1 sans étape de trypsination. Une comparaison des cinétiques de croissance avec
différentes méthodes de comptage a démontré l'intérét de cette nouvelle technique, ainsi que les erreurs
d’estimation pouvant étre induite par les méthodes classiquement rencontrées dans la littérature. Il
importe donc de considérer avec prudence les résultats publiés en tenant compte des propriétés cellulaires

mesurées.
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Figure 59. Résumé du Chapitre 4 sur les modes d’expansion adaptés aux CSM porcines

En conclusion, la culture des CSM porcines sur Cytodex 1 répond aux attentes requises pour |'expansion de
CSM a usage thérapeutique. La vitesse spécifique de croissance cellulaire étant élevée, un grand nombre de
cellules peut étre obtenu en peu de temps. De plus, les conditions de culture en mode agité permettent
d’envisager le contréle des parametres opératoires de culture, ainsi que son extrapolation. Apres
I'expansion des cellules, leur multipotence a été vérifiée et la récolte par trypsination est plus aisée sur un
microporteur microporeux. Le microporteur Cytodex 1 permet également une visualisation rapide des

cellules, ce qui représente un avantage pour contréler la morphologie cellulaire en cours de culture.

L'objectif suivant de mes travaux de thése était de prolonger I'expansion des CSM, sans perdre la
multipotence des cellules. L'agrégation cellulaire observée aprés plusieurs jours d’expansion, concomitante
avec la baisse apparente de la concentration cellulaire, pourrait étre un facteur limitant a I'expansion.
Différents parametres opératoires de culture ont donc été étudiés pour mieux comprendre les limitations
de la prolifération cellulaire. Ces parametres de culture comprennent, entre autres, la fréquence

d’agitation et I'ajout de microporteurs en cours de culture.
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Introduction du Chapitre 5

Les stratégies pour prolonger la croissance des cellules animales lors de procédés d'expansion sont
multiples. La mise en place d'une perfusion du milieu de culture pour un apport continu des nutriments et
un soutirage des métabolites en est 'une d’elles. L'augmentation de la vitesse d'agitation afin d’améliorer
le transfert nutritionnel et I'aération, ou son abaissement pour diminuer les contraintes hydrodynamiques,
font également partie de ces stratégies. Concernant les CSM, des études de la littérature ont rapporté la
possibilité de prolonger la croissance des cellules par I'ajout de microporteurs en cours de culture
(Frauenschuh et al., 2007; Schop et al., 2008), par la modification de la fréquence des changements de
milieu (Schop et al., 2010), ou par I'augmentation de I'aération du milieu de culture (Sart et al., 2010). Les
stratégies actuelles d'amélioration des procédés d'expansion des CSM sont cependant encore peu
nombreuses. De plus, aucune étude concernant l'influence de la vitesse d'agitation sur la réponse des CSM

n’a pour l'instant été rapportée.

Ainsi, afin de prolonger la croissance des CSM porcines sur microporteurs en conditions agitées, l'influence
de deux parametres opératoires de culture sur la réponse physiologique des CSM est étudiée dans ce
chapitre. Il s’agit de la fréquence d'agitation, d’une part, et de I'ajout de microporteurs en cours de culture,
d’autre part. Dans un premier temps, I'influence d’ajouts de microporteurs ponctuels ou répétés en cours
de culture sur le comportement des CSM a été étudiée. Dans un deuxieme temps, l'influence de la
fréquence d'agitation a été analysée sur la mortalité et le métabolisme des CSM porcines. La fréquence
d'agitation des microporteurs représente en effet une contrainte sur la réponse physiologique des CSM
porcines, principalement au niveau de l'agrégation cellulaire et de la mortalité. Les études cinétiques
permettent de suivre la mortalité cellulaire, dont en particulier I'apoptose, ainsi que le métabolisme

cellulaire avec les vitesses spécifiques de consommation de glucose et de production de lactate.
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5.1. Influence de la fréquence d’agitation et de I’ajout de microporteurs

sur la croissance, I'agrégation et la multipotence des CSM porcines

Dans les études précédentes, il avait été observé que les CSM porcines s’agrégeaient a la surface des
microporteurs Cytodex 1 aprés 100 h de culture, de maniére concomitante a une baisse apparente de la
concentration cellulaire. Un détachement des agrégats des microporteurs et une absence de croissance de
ces agrégats en suspension étaient également observés. L'agrégation n’est donc pas souhaitable lors de la
phase d'expansion des CSM sur microporteurs, et sa formation doit étre réduite ou retardée. Cette
agrégation cellulaire étant inexistante lors de cultures en flacon statique, I'agitation peut en étre l'une des
causes directes ou indirectes, tout comme le matériau des supports (polystyrene pour les flacons,
Dextrane-DEAE pour les Cytodex 1). Dans la littérature, ce phénomeéne d’agrégation est peu décrit lors de
procédés d'expansion de CSM. Schop et al. (2010) I'observent aprés plus de 14 jours de culture sur Cytodex

1, et limitent leur formation par I'ajout de microporteurs en cours de culture.

Afin de mieux comprendre le phénomene d'agrégation des CSM porcines sur Cytodex 1, et dans le but de
prolonger la croissance des cellules, I'influence de plusieurs paramétres opératoires a été évaluée sur le
comportement des CSM porcines. Ces paramétres sont la fréquence d'agitation, et I'ajout de microporteurs

en cours de culture.

5.1.1. Stratégies de limitation de I'agrégation cellulaire en culture agitée

Les premiers travaux proposant des stratégies de culture pour limiter 'agrégation des CSM en culture
agitée sont présentés sous la forme d'un article intitulé “Limiting Cell Aggregation during Mesenchymal

Stem Cell Expansion on Microcarriers”, publiés dans le journal Biotechnology Progress (Ferrari et al., 2012).
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Mesenchymal stem cells (MSC) are known to be a valuable cell source for tissue engi-
neering and regenerative medicine. However, one of the main limiting steps in their clinical
use is the amplification step. MSC expansion on microcarriers has emerged during the last
few years, fulfilling the lack of classical T-flasks expansion. Even if the therapeutic potential
of MSC as aggregates has been recently highlighted, cell aggregation during expansion has
to be avoided. Thus, MSC culture on microcarriers has still to be improved, notably con-
cerning cell aggregation prevention. The aim of this study was to limit cell aggregation dur-
ing MSC expansion on Cytodex-]®, by evaluating the impact of several culture parameters.
First, MSC cultures were performed at different agitation rates (0, 25, and 75 rpm) and dif-
ferent initial cell densities (25 and 50 x 10° cell g~ Cytodex-]®). Then, the MSC aggre-
gates were put into contact with additional available surfaces (T-flask, fresh and used
Cytodex-]®) at different times (before and after cell aggregation). The results showed that
cell aggregation was partly induced by agitation and prevented in static cultures. Moreover,
cell aggregation was dependent on cell density and correlated with a decrease in the total
cell number. It was however shown that the aggregated organization could be dissociated
when in contact with additional surfaces such as T-flasks or fresh Cytodex-]® carriers.
Finally, cell aggregation could be successfully limited in spinner flask by adding fresh Cyto-
dex-1" carriers before its onset. Those results indicated that MSC expansion on agitated
Cytodex-]® microcarriers could be performed without cell aggregation, avoiding a decrease
in total cell number. © 2012 American Institute of Chemical Engineers Biotechnol. Prog.,

000: 000-000, 2012

Keywords: mesenchymal stem cells, microcarriers, aggregation

Introduction

Mesenchymal stem cells (MSC) are self-renewable adult
stem cells with great therapeutic potential for cell and tissue
engineering, due to their differentiation and immunoregula-
tion properties,' as well as in regenerative medicine for their
cytokine secretion.” However, one of the main limiting steps
for clinical use or biotechnological purposes remains their in
vitro expansion, as MSC are present in small amount in
adult tissues.’

MSC expansion is classically performed in T-flasks. How-
ever, this culture system has many drawbacks, such as poor
scale-up ability, contamination risks from frequent cell
passaging and a lack of pH and oxygen control. Recently,
new techniques have emerged for MSC expansion, especially
with cells attached on microcarriers in stirred culture
systems. These microcarriers have been successfully used for
more than 40 years for the cultivation of adherent-dependent
industrial cell lines. Compared with T-flasks, the main
advantage of microcarrier-based culture is the high ratio of

Correspondence concerning this article should be addressed to
E. Guedon at emmanuel.guedon@ensaia.inpl-nancy.fr.
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adhesion surface to medium volume, enabling the attainment
of high cell densities. However, microcarrier-based culture
can also potentially induce cell aggregation.* Several recent
studies have reported the successful expansion of MSC on
various types of microcarriers,” % and indeed, aggregation
of MSC has been observed in some of them.”®'" While
MSC aggregates may present a high therapeutic potential13 14
and serve as good cell-delivery vehicles for transfusion,'>'®
the occurrence of cell aggregates during in vitro microcarrier
culture could result in cell populations with unwanted
heterogeneity. Furthermore, a controversy remains on the
proliferation potential of aggregated MSC.'”* Therefore, to
improve the in vitro MSC expansion on microcarriers, it
may be appropriate either to avoid their aggregation or to
delay this phenomenon until a sufficient amount of cells is
available. To our knowledge, very few studies have already
proposed a method to delay these aggregates on micro-
carriers.® The influence of culture parameters on the aggrega-
tion of MSC expanded on microcarriers remains poorly
understood.

Thus, the aim of this study was to improve the expansion
of MSC attached on microcarriers by avoiding cell aggrega-
tion occurrence. To achieve this goal, the impact of several
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operating parameters such as agitation rate, cell density, and
addition of carriers were evaluated on the expansion of por-
cine MSC adhered on dextran Cytodex-1® microcarriers.

Materials and Methods
Primary culture of MSC

Bone marrow was extracted from the iliac crest of 3-
month-old pigs and seeded in 175 cm?® T-flasks. Culture me-
dium was o-MEM (Sigma M0984) supplemented with 10%
fetal bovine serum (Invitrogen, 26140), 1% antibiotics (peni-
cillin G, streptomycin, amphotericin B, Fisher W3473M),
2 mM glutamine (Eurobio, CSTGLUO00-OP), 1 ng mL ™!
FGF2 (Millipore, GF003), and 0.1 mM f-mercaptoethanol
(Sigma M7522). After a week, the medium was changed
twice a week. Two weeks later, the remaining adherent cells
were trypsinized and seeded at a density of 0.5 x 10* cells
em 2 in 175 cm? T-flasks. After two passages, porcine
MSC were pooled and cryopreserved in culture medium con-
taining 10% DMSO for cell banking in liquid nitrogen at 10
cells mL™!. For further studies, cells where thawed from the
bank at a density of 0.5 x 10* cells cm~? in T-flask, before
their use in spinner flasks at Passage 4.

MSC expansion on microcarriers

Cytodex-1® carriers (GE healthcare) were hydrated and
rinsed several times in phosphate buffer saline (PBS) without
Ca*" and Mg*", autoclaved and rinsed in culture medium
before use. The medium for cell expansion was the same as
the one used for primary cell cultures. All cultures were per-
formed inside an incubator controlled at 37°C and 5% CO,.
Cells were seeded in 500-mL siliconized spinner flasks
(Techne). The seeding volume of culture medium was 100
mL with a cell concentration of 6 x 10* cell mL~'. The
microcarrier concentration was 1.2 g L™', corresponding to a
surface of 1,000 cm? and a concentration of 0.6 x 10* cell
cm 2 of carriers (representing six cells/bead and 2.5 x 10’
cells g~!' Cytodex 1®). A double seeding cell concentration
was also used. After 24 h without agitation, the medium
volume was adjusted to 200 mL, the initial cell concentration
thus being 3 x 10* cells mL~'. From there, the agitation
rate was either fixed at a constant value of 25 or 75 rpm, or
no agitation was applied during the culture, except when
samples were taken. From the third day, 50% of culture
medium volume was changed every 2 days. When applied,
microcarriers were added in spinner flask to double their
concentration. The carrier addition was followed by a static
period of 24 h.

Preparation of agarose-coated T-flasks and
used microcarriers

A solution of 2% agarose in distilled water was prepared
and autoclaved before being poured under sterile conditions
in 25-cm? T-flasks to form thick layers. The T-flasks were
cooled for 24 h before cell seeding. MSC were seeded at 3
x 10* cell mL~" in 5 mL of culture medium in the coated
flasks, corresponding to 0.6 x 10* cell cm ™2 Used Cytodex-
1® microcarriers were prepared by expanding MSC for
several days on the carrier surface. The cells were then tryp-
sinized, and the carriers washed two times in fresh culture
medium before use.
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MSC growth analyses

For cell growth analyses in T-flasks, three T-flasks were
counted each day. Medium was discarded and cells rinsed
with PBS. A solution of 0.1 M citric acid was added, and
the T-flasks were placed at 37°C under agitation (100 rpm)
during 1 h. Citric acid led to the disruption of cell membrane
and nuclei release. The supernatant of the flasks were
collected and filtered (40 um) to remove cell debris, and a
solution of propidium iodide (Guava Viacount®, Millipore,
4000-0041) was added (10%, v/v). After 5 min of incuba-
tion, the cell nuclei were counted with a flow cytometer
(Guava, Millipore, EasyCyte).

For cell-growth analyses on microcarriers, culture samples
were taken from spinner flasks twice a day, centrifuged, and
supernatants were removed. As for T-flasks cultures, a solu-
tion of 0.1 M citric acid was added and samples placed at
37°C under agitation (100 rpm) during 1 h. The samples
were then filtered (40 um) to remove carriers and a solution
of propidium iodide was added (10%, v/v). After 5 min of
incubation, the cell nuclei were counted with the flow
cytometer.

The maximal error of cell counting was about 20%, based
on the difference observed on two different samples. The
specific growth rate was calculated during the active growth
phase between 24 and 50 h of culture.

Microscopic MSC observation

For the observation of cells on Cytodex-1® using optical
microscopy (x40), samples were collected and a solution of
1% methyl blue (Fluka 66721) was added for 5 min at 37°C.
Cells were rinsed twice in PBS and fixed in 2.5% glutaralde-
hyde (Sigma G6275) before observation.

MSC multipotency characterization

Cell multipotency was assayed by using differentiation
Kits in 96-well plates. Adipogenesis (Fisher, Stempro® adipo-
genesis differentiation kit W59599) was tested by seeding
10* cells cm 2 in adipogenic differentiation medium, which
was changed twice a week. After 2 weeks, cells were rinsed
in PBS, fixed in glutaraldehyde and stained with the specific
marker of lipids, Oil-red O. Chondrogenesis (Fisher,
Stempro® chondrogenesis differentiation kit W59972) was
tested by generating a 5 uL. drop of cell solution at 1.6 x
107 cells mL ™" in the center of a well. Two hours later, the
chondrogenic differentiation medium was added and then
changed twice a week. After 3 weeks, cells were rinsed in
PBS, fixed in glutaraldehyde, and stained with the specific
marker of proteoglycans, Alcian blue. Osteogenesis (Fisher,
Stempro® osteogenesis differentiation kit W3959A) was
tested by seeding MSC at 5 x 10° cells cm 2 in osteogenic
differentiation medium changed twice a week. After 3
weeks, cells were rinsed in PBS, fixed in glutaraldehyde, and
stained with the specific marker of deposited calcium, Aliza-
rin red. The MSC multipotency was successfully evaluated
at Passage 4, before spinner flask seeding, and during the
expansion phase on microcarriers.

Calculation of maximal shear stresses in spinner flasks

To calculate the maximal shear stresses in spinner flask at
an agitation rate N (s™h of 25 rpm (0.42 s™1) and 75 rpm
(1.25 571, Reynolds numbers Re were first calculated using
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Figure 1. (a) Comparison of MSC growth kinetics in static and stirred conditions.

(O) 40 T-flasks of 25 cm? and (@) one spinner flask stirred at 25 rpm with cells attached on 1.2 g L™' Cytodex-1® carriers. Both systems exhibiting
an adhesion surface of 1,000 cm’. (b) Cells cultivated in T-flask and on microcarriers, as observed after 1, 5, 7, and 10 days of culture (x40).

the following formula: Re = p ND?/u, where D is the dia-
meter of the orbital impeller (7.2 cm), the viscosity p (Pa s),
and the density p (kg m~>) being similar to water at a tem-
perature of 37°C. Reynolds numbers were thus 3,100 at
25 rpm and 9,200 at 75 rpm, indicating that flow regime was
not fully turbulent.?® Shear stress ¢ (Pa) was calculated using
the shear rate G (s~ '), the dynamic viscosity u (Pa s) and
supposing that laminar shear was predominant: ¢ = uG. As
the gap between the rotating sphere and flask bottom e was
5 mm, it could be assumed that for an agitation rate N (sfl),
the maximal shear stress was oy = ((w ND/e).

Results and Discussion

MSC expansion in T-flask and on Cytodex-1®

To compare static and stirred culture conditions, MSC cul-
tures were performed in T-flasks and in spinner flasks con-
taining Cytodex-l® stirred at 25 rpm. The same adhesion
surface of 1,000 cm® was obtained by using either 40
T-flasks of 25 cm® or 1.2 g L™ of dry carriers. The initial
cell density was 0.6 x 10* cells cm 2, corresponding to a
total of 6 x 10° cells. The kinetics of cell growth is pre-
sented in Figure 1. Cells initially grew slightly faster on
Cytodex—l® than in the T-flask. While the cell expansion
duration was as long as 10 days in T-flasks, the MSC con-
centration reached a maximal value of 66 & 13 x 10° total
cells in spinner flasks after 8 days. Then, the total cell num-
ber progressively decreased. Simultaneously, the microscopic
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observations revealed that cell-cell aggregation occurred af-
ter 7 days of expansion on Cytodex-1*, while cells remained
in monolayer in T-flasks. As no apparent nutrient limitation
was detected in the culture supernatants (data not shown), it
could be hypothesized that the decrease in total cell number
may be due to a low viability in the core of the aggregates,
leading to possible nuclei degradation. Further studies on the
viability within aggregates should be performed to confirm
this hypothesis.

Our results demonstrated that MSC expansion was very
similar during the first 8 days when spinner flask or 40
T-flasks were used. After this period, aggregation occurred
when using spinner flask. This phenomenon could result
from various operating parameters such as agitation rate,
seeding cell density, or adhesion surface.

MSC expansion and aggregation are dependent on
agitation rate

To evaluate the impact of stirred conditions on cell aggre-
gation, MSC cultures were performed in spinner flasks at dif-
ferent agitation rates (0, 25, and 75 rpm; see Figure 2). The
cell growth rates calculated during the active growth
phase were very similar, with values of 0.010, 0.009, and
0.009 h™" for agitation rates of 0, 25, and 75 rpm, respec-
tively. Therefore, the magnitude of agitation rates did not
seem to influence MSC growth rate in spinner flasks. For all
cultures, the maximal cell numbers were also similar with
72 + 14 x 10% 66 £ 13 x 10°% and 60 £ 12 x 10° cells
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for 0, 25, and 75 rpm, respectively. However, when cultures
were stirred at 25 and 75 rpm, a decrease in cell population
appeared after 8 days. On the contrary, no decrease in total
cell number was observed in culture performed without agita-
tion for at least 14 days, allowing a longer stationary phase.
Microscopic  observations of cells were performed
throughout MSC culture kinetics (Figure 3). When cultivated
under agitation (25 or 75 rpm), cells began to form cell—cell
aggregates after 7 days of culture. Then, most of the aggre-
gates left the carrier and stayed in suspension. Interestingly,
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Figure 2. Comparison of MSC growth Kinetics in spinner flasks
at different stirring rates: (O) 0 rpm, (®) 25 rpm,
and (") 75 rpm.
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no cell detachment from carriers was noticed in the culture
performed without agitation. However, large compact struc-
tures of cell-carrier aggregates were observed after 10 days
of culture under this condition, with cell-cell adhesions
connecting several carriers (Figure 3j). The different cell
kinetics observed after 8 days of cultures between static and
agitated cultures could thus result from the various cell
organizations on microcarriers due to agitation. Therefore, it
can be concluded that isolated aggregates only composed
of cells appeared under stirred conditions, while stable cell—
carrier structures were observed in static cultures.

A low efficiency of DEAE-Dextran Cytodex- 1® carrier for
cell adhesion could explain the aggregation formation. Such
a hypothesis is supported by several studies reported in the
literature. When goat MSC were expanded on Cytodex—l®
carriers at 30 rpm, a rounded cell morphology was observed,
indicating a nonoptimal surface for cell adhesion.® Moreover,
epithelial cells spread less on DEAE-dextran than on gelatin
coated polystyrene. Furthermore, it was found that cells pro-
duced less extracellular matrix, such as fibronectin or lami-
nin, on DEAE-dextran leading to low adhesion.”' Aggregates
of murine embryonic stem cells were observed at the surface
of Cytodex-1® when cultured under agitation, but no aggre-
gation was observed when the carriers were coated with
fibronectin.? Thus, the strength of cell adhesion on the
microcarriers could partly explain the cell detachment and
aggregation when they are subjected to agitation stress.

Agitation in microcarrier culture system led to hydro-
dynamic forces that could limit MSC adhesion on DEAE-

Agitation rates

Figure 3. MSC cultured at different stirring rates after methyl blue staining (x40).
0 rpm: (a), (d), (g), and (j); 25 rpm: (b), (e), (h), and (k); and 75 rpm: (c), (f), (i), and (I). Cells were observed at Day 1: (a)-(c), Day 7: (d)—(f),

Day 10: (g)—(i), and Day 15: (j)—(1).
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Figure 4. MSC growth kinetics in spinner flasks at two differ-
ent cell seedinig densities: (O) 25 x 10° and (@) 50
x 10° cells g~ Cytodex-1®'

dextran carriers or disrupt cell-carrier links. Indeed, when
the hydrodynamic forces are higher than the cell adhesion,
the cells may detach from the carrier surface.”>° For exam-
ple, it has been reported that fibroblasts were detached from
their support when exposed during 10 min to a shear stress
of 2.1 Pa on polymethylmethacrylate and 0.5 Pa on poly-
carbonate, two materials commonly used for biomedical
applications.* The maximal shear stresses generated in spin-
ner flask containing 1.2 g L™} Cytodex-1® carriers have
been estimated at 0.013 and 0.04 Pa for agitation rates of 25
and 75 rpm, respectively. These values were lower than
those reported in the literature for fibroblasts detachment®
but may be enough to detach MSC from Cytodex—1®
carriers.

Cell aggregation under agitation is dependent
on cell density

Besides agitation, cell density is another operating param-
eter that could influence cell aggregation in microcarrier cul-
tures. Indeed, cell aggregation in previous stirred cultures
mainly occurred when cells reached confluence on the carrier
surface, after 7 days of culture. To determine if cell aggrega-
tion could be related to cell density, cultures were performed
at 25 rpm with various initial ratio of cells per gram of car-
riers. Beside the control culture performed with 25 x 10°
cells g~! (six cells per bead), a double cell density of 50 x
10° cells g~ (12 cells per bead) was used. The cell kinetics
shown in Figure 4 exhibit similar maximal cell quantities for
both cultures, with 60 £ 12 x 10° and 66 + 13 x 10° total
cells attained for initial cell densities of 50 x 10° and 25 x
10° cells g~', respectively. However, for the culture per-
formed with the highest seeding density (50 x 10° cells
¢, the cell concentration dropped rapidly after 5 days and
microscopic observations revealed that cell aggregation
occurred concomitantly (data not shown). Such aggregation
appeared only after 7 days in cultures seeded with the control.

These results confirmed the hypothesis that the occurrence
of aggregation was also related to cell density. A higher ini-
tial cell density per carrier accelerated the cell aggregation
phenomenon. Indeed, the maximal cell density was reached
sooner at the higher seeding density. It was assumed that
cell proximity favors their aggregation, as cell-cell adhesion
depends on the probability that the cells come into contact
with each other.”® Such an assumption was illustrated in the
hanging drop technique, where cells were packed in a single
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Figure 5. MSC aggregation and dissociation on nonadhesive
and adhesive surfaces (X40).

(a) MSC seeded on nonadhesive surface. (b) After 24 h, the
cells aggregated. (c) Those aggregates were placed on an adhe-
sive surface. (d) After 24 h, they dissociated. (¢) The same
aggregates were put in contact with fresh Cytodex-1" carriers.
(f) After 24 h, they dissociated.

drop to promote their aggregation.'*?’ However, seeding
densities per carrier should not be lowered below a critical
value that could affect cell growth.

Cell aggregates can be dissociated in the
presence of new surfaces

Dissociation of cell aggregates in small-scale systems. Be-
sides agitation and cell density, the availability of adhesion
surface could also influence the aggregation of MSC. Indeed,
based on the previous experiment, it appeared that aggre-
gates started to accumulate in agitated cultures after 7 days
when cells reached confluence. In this condition, aggregate
formation could be prevented, or aggregates could be disso-
ciated, by adding new surfaces.

To verify this hypothesis, MSC were first forced to gener-
ate aggregates on nonadhesive surfaces (agarose-coated
T-flasks; see Figure 5a). After 24 h, the cells formed aggre-
gates (Figure 5b). Then, when transferred to an adhesive sur-
face (noncoated T-flasks; see Figure 5c), the aggregates
adhered to the surface and the cells spread while aggregates
disappeared after 24 h (Figure 5d). Moreover, when Cyto-
dex-1% carriers were added to the nonadhesive surface after
cell aggregation (Figure 5e), the aggregates adhered to the
carriers and then the cells spread on the carrier surface
before resuming their proliferation (Figure 5f).

Interestingly, the same experiment was performed with
cell aggregates formed during MSC expansion in a stirred
spinner flask on Cytodex-1% carriers (25 rpm). When seeded
on adhesive surfaces, the aggregates adhered to the surface
and the cells spread in 24 h (data not shown).

In this study, cell aggregation occurred within 24 h after
seeding on nonadhesive surfaces. Tzoneva et al. (2007) also
reported that epithelial cells aggregated on nonadhesive
surfaces.”® This property of aggregation on agarose is used
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in the “slow aggregation assay” to study cell-cell adhesion
complexes.’*?’ Disaggregation of cell aggregates within
24 h has also been reported in several studies. Indeed, trans-
formed fibroblast aggregates were able to spread on adhesive
surfaces,® as well as carcinoma aggregates on collagen
surfaces®' or mouse MSC aggregates on skeletal muscles."”
At the molecular level, cell-surface and cell—cell adhesion
are due to different adhesion proteins. Cell-surface adhesion
is mainly mediated by integrin, while cadherin creates adher-
ent junctions in cell-cell adhesion.’”?® Depending in the
pre-eminence of integrin or cadherin, the cell adhesion
mechanism could result in different structure organization.®
For example, integrin mRNA expression has been reported
to be down regulated in squamous carcinoma spheroids,*
while inhibition of cadherin function has been reported by
integrin engagement.” MSC aggregates may be promoted by
cadherin expression on non-adhesive surfaces, whereas dis-
aggregation could occur on adhesive surfaces by integrin
engagement. Cell—carrier adhesion was promoted by low cell
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Figure 6. MSC growth Kinetics in spinner flask with addition
of carriers at Day 10.

(a) Total cells, dashed line represent addition of carriers. (b)
Cells observed before (Days 1, 7, and 10) and after addition of
fresh carriers (Days 11, 12, 13, 14, 15) (x40). White arrows
indicate the aggregates.
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density and static conditions, whereas cell—cell adhesion was
promoted by high cell density and stirred conditions. This
resulted in a competition between cell—carrier and cell—cell
adhesions.

These results demonstrated that MSC aggregates resulting
from spinner flask conditions could spread and colonize
additional surfaces, either in T-flask or on spherical micro-
carriers. Thus, cell-cell aggregation is a reversible phenom-
enon when adhesion surfaces are available.

Dissociation of cell aggregates in stirred culture systems

Based on previous results, the cell aggregate dissociation
was tested directly in spinner flasks, during a culture per-
formed with the control conditions. The cell number reached
a maximal value of 40 + 4 x 10° cells after 5 days, before
decreasing rapidly down to 14 + 3 x 10° cells after 8 days,
concomitantly to cell aggregation (Figure 6). When most of
MSC formed aggregates after 10 days, 1.2 g L™" fresh Cyto-
dex-1% carriers were added. After a static period of 24 h that
allowed for added carriers to come into contact with
cell aggregates, the number of cells started to increase again.
The specific growth rate calculated between Day 11 and Day
12 (0.40 dayfl) was similar to the one calculated between
Day 1 and Day 2 (0.46 day™'). Moreover, compared to
Day 5, the maximum cell number reached at Day 13 (52 +
5 x 10° cells) was 30% higher. Microscopic observations
indicated that cell aggregates started to dissociate after 24 h
of contact with the fresh carriers (Figure 6).

Through this experiment, it was evident that cell aggre-
gates decreased and cells colonized the carriers in a manner
similar to that observed in the agarose-coated T-flask (Fig-
ure 5f). The cell aggregation phenomenon could therefore be
reversed during in vitro MSC expansion on microcarriers in
spinner flasks. Moreover, the MSC multipotency was tested
after 12 days of culture. The cells successfully differentiated
in adipocytes, chondrocytes, and osteocytes, indicating that
they maintained their stemness properties throughout the
expansion phase (Figure 7).

Therefore, MSC aggregates occurring during cultures in
spinner flask can be dissociated by adding fresh micro-
carriers while retaining the cell multipotency.

Early addition of fresh carriers improves
MSC expansion in stirred cultures

The previous results showed that the phenomenon of cell
aggregation in spinner flasks could be reversed by the addi-
tion of fresh carriers after 10 days. However, it was hypothe-
sized that aggregation could be avoided or delayed by
adding new carriers early in the time course of the culture.

Figure 7. MSC multipotency tested after the addition of fresh carriers (Day 12, Figure 6) (X10).

Cells were differentiated along the adipogenic (a), chondrogenic (b), and osteogenic (c) pathways.
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Figure 8. MSC growth kinetics in spinner flasks with or without
addition of carriers: (O) addition of fresh carriers,
(@) no addition, (" ) addition of recycled carriers.

Dashed line represents addition of carriers.

To verify this hypothesis, three cultures were performed in
parallel. The control culture was performed without receiv-
ing new carriers during the culture. In a second and third
culture, 1.2 g L™" of fresh or used carriers were added after
4 days, respectively, resulting in a doubling of the carrier
concentration. Addition of fresh or used carriers was fol-
lowed by a 24-h static period. The time course of total cell
number in each culture is presented in Figure 8. The maxi-
mum cell number was similar between the culture with new
carriers’ addition and the control culture, with 70 + 14 x
10° and 66 + 13 x 10° total cells, respectively. Furthermore,
while the total cell number decreased in the control culture
after 8 days, no decrease was observed for the culture with
freshly added carrier until 15 days. While in the control cul-
ture, cell aggregation started from Day 7, no aggregation
occurred when fresh carriers were added early. Those results
suggested that cell aggregation could be successfully avoided
by adding fresh Cytodex-1® earlier in the culture, and before
any aggregate formation.

On the contrary, the maximum cell number was lower for
the culture supplemented with used carriers (46 + 9 x 10°
cells). In this case, total cell number rapidly decreased and
cell aggregation occurred at Day 8 (data not shown). There-
fore, the cell aggregation phenomenon could not be delayed
with the addition of used carriers, contrary to what was
observed with fresh carriers.

This prevention of MSC adhesion with used Cytodex-1®
carriers was not consistent with the results reported in the
literature. Indeed, it was demonstrated that Vero cells kept
their ability to adhere and to grow on used Cytodex-3®
carriers, a gelatin-coated dextran bead.*® However, used
Cytodex-l® could have lost their charge density necessary to
cell adhesion, for example by serum protein adsorption or
due to the trypsinization step.’’

Concerning bone marrow MSC expansion on Cytodex-1®,
several studies have already been reported in the literature.
The absence of rat MSC adhesion on fibronectin-coated
Cytodex—1® was reported, with the hypothesis that the coat-
ing may have decreased the charge density of the carriers.'>
In another work, the use of intermittent agitation and the
addition of fresh carriers at Day 14 limited cell-cell aggre-
gates of porcine MSC, without avoiding large cell—carrier
aggregates, reaching a 4.5-multiplication factor of the initial
cell number in 28 days.” When feeding the cultures with
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fresh carriers every 3 days, under continuous agitation, ab-
sence of cell—cell or cell-carrier aggregations of goat MSC
was observed, and the initial cell number was multiplied by
7 in 15 days.® Finally, more recently, the absence of cell-
cell or cell-carrier aggregation of rabbit MSC was reported,
reaching a multiplication of the total cell number by 5 in
14 days, but with a lower agitation rate of 15 rpm than in
the present study.'”

Compared with the empiric approaches generally carried
out in those different studies, the results in the present study
added some insight in the extension of MSC growth on
Cytodex-1®. To avoid aggregation, carriers should be added
only when cells start to aggregate, without increasing the
carrier concentration unnecessarily. Indeed, it has been
shown that above a carrier concentration of 5 g L™, the
main cause of cell damage is bead—bead collision.>® There-
fore, fresh carriers should be rather added before cell conflu-
ence, resulting in a delay of aggregation formation and a
prolongation of cell growth. It enabled to reach a multiplica-
tion ratio of 11.6 in 9 days, with no decrease of total cell
numbers. The early addition of fresh carriers at Day 4
followed by a 24-h static period, as proposed in this study,
enabled to maintain the viable cells without any cell aggre-
gation for 15 days. The choice of the appropriate time
of carrier addition seemed to be essential for delaying
cell aggregation during mass expansion of MSC in stirred
culture systems.

Conclusions

In this study, it was observed that MSC cultivated in spin-
ner flask using Cytodex-1® formed cell aggregates after
7 days of culture in stirred mode (25 or 75 rpm). However,
in static mode, no cell aggregation was observed and the
cells rather formed large structures of cell-carrier aggregates.
In addition, cell aggregation seemed to be promoted by high
cell density. By placing aggregated MSC in contact with T-
flask surfaces or fresh carriers, it was possible to dissociate
the cell aggregates in 24 h. Moreover, cell aggregation could
be delayed by adding fresh Cytodex-l® carriers during
the culture, while the addition of used carriers did not allow
cell aggregate dissociation. This study thus allowed us to
improve the process of MSC expansion on Cytodex-1®, by
limiting the cell aggregation phenomenon. Mass expansion
of MSC could benefit from an aggregate-free expansion pro-
cess, as cell growth would be prolonged. Further studies
could focus on the final aggregation step of MSC to test its
advantages for therapeutic purposes.
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Principales contributions de la publication

Les travaux rapportés dans cette publication ont permis de limiter |'agrégation des CSM porcines a la
surface de Cytodex 1. Les agrégats cellulaires sont composés d’une multitude de cellules, dans une
configuration compactée (Figure 60). Les résultats ont montré que l'agrégation cellulaire entrainait une
baisse apparente de la concentration cellulaire. De plus, ce phénomeéne d’agrégation entre cellules semblait
amplifié par I'agitation, car il n’était pas observé dans les cultures statiques. En effet, en cultures statiques,
seules des agrégations entre microporteurs sont observées, ce qui n’induit pas une diminution de la
concentration cellulaire. L'agrégation cellulaire est également dépendante de la densité cellulaire, car elle
survient plus rapidement a une densité cellulaire plus forte. Il est intéressant de constater que les agrégats
de CSM se dissocient lorsqu’ils sont ensemencés sur de nouvelles surfaces, telles que des flacons et des
microporteurs frais. De plus, les cellules au sein des agrégats peuvent migrer sur des microporteurs frais
ajoutés en cours de culture. De ce fait, I'agrégation peut étre retardée en ajoutant des microporteurs. En
revanche, I'ajout de microporteurs usagés en cours de culture ne permet pas aux cellules de migrer sur leur
surface. L’adsorption de molécules de la matrice extracellulaire ou de protéines du sérum pourrait
expliquer cet effet, en bloquant les charges nécessaires a I'adhérence des cellules. De ce fait, des
microporteurs vides, non colonisés par les cellules, sont observés en cours de culture, tandis que les

cellules retrouvent leur propension a s’agréger entre elles.

5kV X1,500 10um

Figure 60. Agrégat de CSM porcines apreés 8 jours de culture sur Cytodex 1 en conditions agitées (25 rpm) en spinner (200 mL).
Observation par microscopie électronique a balayage (x 1500)

En résumé, deux stratégies sont envisageables pour faciliter I'expansion des CSM porcines en spinner :

I’ajout de microporteurs frais avant |'apparition d'agrégats en conditions agitées, ou I'absence d’agitation.
151

[Chapitre 5. Conditions opératoires]



La multipotence des cellules a été vérifiée aprés 12 jours de culture en conditions statiques sur Cytodex 1.
Les résultats montrent que les cellules sont encore capables de se différencier en ostéocytes et en

chondrocytes aprés 12 jours d’expansion sur microporteurs (Figure 61).

Figure 61. Multipotence des CSM porcines cultivées pendant 12 jours sur Cytodex 1 en spinner non agité. (a) Différenciation
ostéogénique et (b) différenciation chondrogénique

Ainsi, I'étude des conditions opératoires sur la croissance des CSM porcines a permis de trouver des
conditions plus favorables pour améliorer les performances du procédé d'expansion. Pour compléter les
résultats obtenus avec un ajout ponctuel de microporteurs, des essais avec des ajouts répétés de

microporteurs ont été réalisés.

5.1.2. Influence d'ajouts répétés de microporteurs en cours de culture agitée

Afin de déterminer l'influence d'ajouts répétés de microporteurs sur la réponse des CSM, trois cultures ont
été réalisées avec un ajout de microporteurs frais (a 96 h de culture), deux ajouts (a 96 et 192 h) ou trois
ajouts (a 96, 192 et 288 h). Ces cultures ont été effectuées avec une fréquence d'agitation de 25 rpm en
spinner (200 mL). La concentration de microporteurs a été doublée a chaque ajout, atteignant ainsi 2,4 g/L
aprés 96 h de culture, 4,8 g/L aprés 192 h de culture, et 9,6 g/L aprés 288 h de culture. Les résultats
rapportés dans la Figure 62A montrent que |'ajout de microporteurs toutes les 96 heures pendant plus de
300 h de culture permet d'obtenir 2,7 fois plus de cellules qu'un seul ajout de microporteurs. De plus,
aucune agrégation cellulaire n'est observée tout au long des 300 h de culture lorsque les microporteurs
sont ajoutés successivement (Figure 62B).

La colonisation des microporteurs frais par les cellules permet donc de prolonger I'expansion cellulaire tout
en évitant l'agrégation. Une étude rapportée dans la littérature décrit également I'ajout multiple de
microporteurs en cours de culture (Schop et al., 2010), qui a permis de limiter I'agrégation et de prolonger
la prolifération de CSM humaines ensemencées a 8 x 10° cellules/mL (4000 cellules/cm?) sur Cytodex 1 (4,5

g/L).
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Figure 62. A : Influence de divers modes d'ajout de microporteurs sur la croissance des CSM porcines cultivées en spinner sur
Cytodex 1 (25 rpm, 200 mL). Ajout aprés (O) 96 h, aprés (©7) 96 h et 192 h, et aprés (@) 96 h, 192 h, 288 h. B : Observation par
microscopie optique des CSM porcines cultivées en spinner sur Cytodex 1 (25 rpm, 200 mL) a 24 h, 96 h, 192 h et 288 h de culture
apres trois ajouts de microporteurs a 96 h, 192 h et 288 h

5.2. Influence de l'agitation sur la mort et le métabolisme des CSM

porcines

L'agitation du milieu de culture offre de nombreux avantages, tels que d’assurer 'homogénéité de la
culture et permettre d’accroitre le rapport entre la surface d’adhérence et le volume de milieu de culture.
Cependant, les cellules souches répondent aux forces mécaniques, induites par |'agitation, par des
mécanismes de mécanotransduction qui peuvent modifier leur comportement (Chiquet et al., 2009). Les
forces hydrodynamiques sont ainsi connues pour induire la différenciation des CSM (Riddle et al., 2006;
Wang et al., 2008), une modification de leur expression génique (Glossop et al., 2008) et protéique (Yi et

al., 2010), ou une apoptose cellulaire (Kearney et al., 2008). Cependant, ces études de la littérature ont été
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effectuées en petit volume et sur des courtes périodes de temps. De ce fait, peu de données sont
disponibles sur les effets de l'agitation sur les CSM pendant tout le procédé d’expansion, notamment
concernant leur mortalité et leur métabolisme. Des données ont par contre été rapportées pour des lignées
cellulaires continues (Pertersen et al., 1988; Shiragami et al., 1994), et soulignent effectivement un effet de

I'agitation sur la viabilité et le métabolisme de ces cellules.

C’est pourquoi, nous avons étudié plus précisément l'influence de |'agitation sur la réponse physiologique
des CSM porcines, en comparant des cultures de CSM adhérées sur Cytodex 1 et cultivées en conditions
statiques (0 rpm) ou agitées (25 et 75 rpm). Les cinétiques de croissance de ces cultures sont données dans

la partie « 5.1.1. Stratégies de limitation de |'agrégation cellulaire en culture agitée ».

5.2.1. Influence de I'agitation sur la mortalité des CSM porcines

L'étude de l'influence de I'agitation sur la mortalité des CSM porcines est réalisée a I'aide de différentes
méthodes de comptage cellulaire. Le chapitre 4 a comparé plusieurs de ces méthodes, et les résultats ont
montré que la méthode présentant le moins de biais était le comptage des noyaux cellulaires par
cytométrie. Le dénombrement des noyaux a donc été utilisé comme méthode principale de comptage des
cellules dans cette étude. Il faut cependant noter que cette méthode ne permet pas de dénombrer les
cellules mortes, ce qui doit étre réalisé en paralléle par d’autres techniques. Parmi les techniques
disponibles se trouve la quantification de la viabilité et de I'apoptose des cellules par cytométrie en flux
apres trypsination des cellules. Un inconvénient majeur est que I'efficacité de la trypsination varie en cours
de culture et influence la quantification. Une autre méthode consiste a quantifier I'ensemble de Ila
mortalité cellulaire (cellules nécrosées, en apoptose, lysées) par la mesure de I'activité extracellulaire de la
LDH en cours de culture. Cependant, la quantité de cellules mortes déterminée a partir de I'activité de la
LDH intracellulaire est tres faible par rapport a la baisse apparente de la concentration cellulaire aprés
plusieurs jours de culture.

Ces deux méthodes de quantification de la mortalité cellulaire (cytométrie ou LDH) ne peuvent donc pas
étre utilisées pour des analyses quantitatives en valeurs absolues. En revanche, elles peuvent étre utilisées
pour des études relatives et comparatives, telles que les travaux suivants comparant des cultures a

différentes fréquences d’agitation.
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5.2.1.1. Influence de I'agitation sur la viabilité cellulaire et I'activité extracellulaire de la
LDH

Les résultats sur la viabilité des CSM porcines déterminée par cytométrie montrent que celle-ci n’est pas
uniforme lors de cultures effectuées a 0, 25 et 75 rpm (Figure 63A). La quantité de cellules viables est
similaire entre les cultures jusqu’a 250 h de culture, puis, alors qu’elle décroit lors des cultures en
conditions agitées (25 et 75 rpm), elle continue d’augmenter lors de la culture en conditions statiques. Cela
correspond au moment ou les CSM s’agregent sous I'effet de I'agitation. La baisse de la viabilité cellulaire

est donc directement liée a I'agrégation cellulaire, et peut en étre la cause ou la conséquence.

Dans le cas de I'activité de la LDH extracellulaire, elle est similaire jusqu'a 150 h de culture quelle que soit la
fréquence d'agitation (Figure 63B). Puis, elle augmente rapidement a O rpm pour atteindre 181 U/L en fin
de culture. Les cultures agitées n'atteignent en fin de culture qu'une activité de LDH de 64 U/L a 25 rpm et
de 40 U/L a 75 rpm. Cette mortalité cellulaire supérieure en conditions statiques par rapport aux conditions
agitées est paradoxale. En effet, dans la littérature, les études avec des lignées cellulaires continues
rapportent une mortalité cellulaire souvent accrue lors de cultures sous agitation, en particulier avec les
cellules sur microporteurs, car des interactions entre les cellules et les billes ou les tourbillons de fluide
peuvent étre dommageables (Lakhotia et Papoutsakis, 1991). Cette mortalité cellulaire dépend du type de
lignée cellulaire (Wu, 1999) et peut survenir trés t6t. Par exemple, pour des hybridomes, elle intervient
apres une exposition de 10 minutes a une force de cisaillement de 5 Pa (Pertersen et al., 1988), ou apres 12
heures a 0,5 Pa (Shiragami et al., 1994). La mortalité cellulaire observée sans agitation pourrait donc étre
induite par les prélevements effectués deux fois par jour. En effet, ces préléevements qui nécessitent une
agitation bréve et intense, pourraient induire une nécrose des cellules. En revanche, les cellules sous
agitation constante (25 et 75 rpm) se seraient « adaptées », et ne présenteraient pas de nécrose massive
lors des prélevements. Leur organisation en agrégats pourrait aussi les protéger des contraintes

hydrodynamiques (Moreira et al., 1995).
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Figure 63. Influence de I'agitation sur les cellules viables (A) et sur I'activité extracellulaire de la LDH (B) lors de culture de CSM
porcines cultivées sur Cytodex 1 a (O) 0 rpm, (©0) 25 rpm et (@) 75 rpm (Changement de milieu toutes les 48 heures a partir de
72 h de culture)

5.2.1.2. Influence de I'agitation sur I’apoptose cellulaire

En ce qui concerne l'influence de |'agitation sur I'apoptose précoce des cellules, en conditions non agitées,
le pourcentage de cellules apoptotiques ne dépassait pas 10 % des cellules totales (Figure 64A). En
revanche, pour les cellules cultivées a 25 et 75 rpm, ce pourcentage augmentait a partir de 150 h, pour
atteindre 42 % et 34 % des cellules totales, respectivement. Le pourcentage de cellules en apoptose tardive
ou en nécrose oscille entre 10 et 20 % de cellules totales pour les cellules cultivées en absence d’agitation,
alors que pour les cellules cultivées a 25 et 75 rpm, celui-ci atteignait 40 % a 75 h de culture, avant de
diminuer en dessous de 20 % (Figure 64B). Ce pic a 75 h de culture peut correspondre a une réponse

cellulaire suite a la mise en place de I'agitation, débutée aprées 24 h de culture.
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Figure 64. A : Influence de I'agitation sur I'apoptose précoce (A) et sur I'apoptose tardive ou nécrose (B) des CSM porcines
cultivées sur Cytodex 1a (O) 0 rpm, (©) 25 rpm et (@) 75 rpm

Dans la littérature, la majorité des études concernant les effets des contraintes hydrodynamiques sur les
CSM ont été réalisées en systemes de petite taille et sur des durées d'exposition courtes, de 1 h a 24 h. Les
résultats obtenus sont hétérogenes, tels qu’'une augmentation de la prolifération cellulaire (Riddle et al.,
2006), une différenciation endothéliale (Wang et al., 2008), une augmentation de I'expression de 10 types
de protéines (Glossop et al., 2008), une modification de I'expression de plus de 400 genes (Yi et al., 2010),
et une apoptose des cellules (Kearney et al., 2008). Les protéines principalement surexprimées lorsque les
cellules sont soumises a des contraintes hydrodynamiques sont la GAPDH et I'annexin A2, ayant toutes
deux un vaste champ d’action dans la cellule (différenciation, métabolisme, apoptose) (Yi et al., 2010).
Concernant la surexpression des genes des cellules soumises a des contraintes hydrodynamiques, il s’agit
de geénes principalement liés a la voie signalétique MAPK, également impliquée dans de nombreuses
fonctions cellulaires (croissance, différenciation, apoptose) (Glossop et al., 2008).

Dans notre étude, en revanche, les cellules ont été soumises a des contraintes hydrodynamiques pendant
plus de 300 h. Notre étude présente donc ici une nouveauté, car les effets de I'agitation ont été observés a
plus long terme, sur des périodes de temps proches de celles des cultures a grande échelle. Une adaptation

des CSM a I'agitation est également une hypothese envisageable.
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Afin de protéger les cultures de lignées cellulaires des contraintes de cisaillement, des surfactants tels que
le pluronic F68 sont classiquement utilisés (Gigout et al., 2008). Du pluronic F68 a ainsi été ajouté dans les
cultures de CSM porcines, en vue de les protéger de I'agitation. Nos résultats ont montré que les cellules
restaient alors en suspension sans adhérer sur les Cytodex 1 lorsque 0,2 % de pluronic était ajouté au
milieu de culture. Etant donné que I'ajout de pluronic dans les cultures de CSM n’a jamais été rapporté
dans la littérature, cet effet peut étre di soit a une toxicité de ce produit, soit a une baisse de I'adhérence
des cellules sur les microporteurs. Ghebeh et al. (2002) ayant montré que le pluronic F68 pouvait diminuer
I’adhérence entre cellules CHO, il pourrait donc également étre susceptible d’empécher les CSM d’adhérer
sur les Cytodex 1. D’autres méthodes existent afin de protéger les cellules des contraintes
hydrodynamiques. Des surfactants tels que I'alcool de polyvinyle (PVA) limitent la mortalité de cellules Vero
(Wu, 1999). L'augmentation de la viscosité peut également diminuer les contraintes de cisaillement lors de
cultures de lignées BEK (Lakhotia et Papoutsakis, 1991). Ces méthodes n’ont toutefois pas encore été

testées sur les CSM.

5.2.2. Influence de I'agitation sur le métabolisme des CSM

Le métabolisme des CSM porcines, dont en particulier la consommation de glucose et la production de
lactate, a été analysé lors des mémes cultures réalisées a 0, 25 et 75 rpm. Les vitesses spécifiques de
consommation et de production ont été calculées et sont présentées dans la Figure 65. Concernant la
vitesse spécifique de consommation de glucose, il n'y a pas de différence visible jusqu'a environ 220 h de
culture (Figure 65A) quelle que soit la vitesse d’agitation. Les vitesses spécifiques maximales de
consommation de glucose sont de 10,1; 9,0 et 10,0 pmol/cellule/jour pour les CSM cultivées a 0, 25 et 75
rpm, respectivement. Sans agitation, la vitesse spécifiqgue de consommation de glucose diminue
progressivement jusqu'a 2,3 pmol/cellule/jour. A 25 rpm, celle-ci diminue jusqu'a 3,4 pmol/cellule/jour
(234 h) puis remonte jusqu'a 6,4 pmol/cellule/jour. De méme a 75 rpm, elle diminue jusqu'a 3,0
pmol/cellule/jour (253 h) puis remonte jusqu'a 7,1 pmol/cellule/jour. Cette remontée de la vitesse
spécifique de consommation de glucose en fin de culture correspond a I'apparition des CSM organisées
sous forme d'agrégats. Elle peut s’expliquer, soit par le comptage qui sous-estime le nombre de cellules
dans les agrégats, soit par une consommation de glucose plus élevée par les cellules au sein des agrégats.
Des deux hypothéses, la premiere est privilégiée car il a été montré qu’il était difficile de quantifier les

cellules sous forme d’agrégats.

Concernant la production de lactate, quelques différences sont visibles entre les cultures de CSM réalisées
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a 0, 25 et 75 rpm (Figure 65B). La culture de CSM réalisée a 0 rpm atteint une vitesse spécifique de
production de lactate maximum de 11,8 pmol/cellule/jour aprés 123 h, pour diminuer progressivement
jusqu'a 5,3 pmol/cellule/jour. A 25 rpm, elle débute a 12,5 pmol/cellule/jour et diminue a 9,5
pmol/cellule/jour. La culture a 75 rpm débute a 13,1 pmol/cellule/jour pour aboutir a 5,6 pmol/cellule/jour
(248 h). Le rendement molaire lactate/glucose est de 2,2, de 2,0 et de 1,9 mole/mole pour les cultures

réalisées a 0, 25 et 75 rpm, respectivement.
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Figure 65. Vitesses spécifiques de consommation de glucose (A), et de production de lactate (B) des CSM porcines cultivées sur
Cytodex1a (O)0rpm, (©)25rpmet (@) 75 rpm

Dans la littérature, quelques études établissent un lien entre agitation et métabolisme. Ainsi, Lu et al.
(1992) montrent que le métabolisme pourrait étre modifié par I'agitation. Les vitesses spécifiques de
consommation et de production de métabolites seraient méme augmentées sous agitation, afin
d'alimenter les mécanismes de réparation cellulaire (Al-Rubeai et al.,, 1990). Enfin, une étude du
métabolisme des cellules CHO a montré une augmentation de la vitesse de consommation de glucose et
une baisse de la vitesse de production de lactate des cellules sous agitation (Keane et al., 2003).

Ainsi, nos résultats indiquent que, en plus d'une influence sur la prolifération et I’organisation cellulaire des

159

[Chapitre 5. Conditions opératoires]



CSM porcines, I'agitation a une influence sur leur mortalité et leur métabolisme. Elle induit en particulier

I'apparition du phénomeéne d'apoptose.

Conclusion du chapitre 5

Dans ce chapitre, nous avons mis en évidence les effets d’'une mise en ceuvre de systemes agités sur

I’expansion des CSM porcines sur microporteurs (Figure 66). Plus précisément, nous avons ciblé notre

étude sur l'influence de I'agitation et de I'ajout de microporteurs. En comparaison d’une culture des CSM

sur microporteurs sans agitation, une agrégation des cellules et une baisse apparente de la concentration

cellulaire ont été observées a 25 et 75 rpm. De plus, alors que l'agitation entraine une augmentation de

I'apoptose des cellules, une accumulation de LDH extracellulaire, paramétre directement lié a la mort

cellulaire, n’est pas observée. Par ailleurs, I'ajout de microporteurs en cours de culture permet de

prolonger la prolifération cellulaire en évitant I'agrégation. En effet, alors que les cellules s’agrégent par

manque de surface d'adhérence, elles colonisent les microporteurs frais ajoutés dans la culture.

Etudes des conditions opératoires de ’expansion de
CSM porcines sur microporteurs en systéme agité

_]l_' il

Agitation | | Agitation + 11 Agitation + ' Agitation +
(25 0u 75 rpm) ajout de Cytodex 1 ajout de Cytodex 1 ajouts répétés
; fr— apreés I'agrégation avant I'agrégation de Cytodex 1
) o " | avant I'agrégation
- Induction de ’apoptose X/

- Changement de métabolisme :
augmentation de la vitesse
spécifique de production de lactate

- Agrégation cellulaire a
confluence

- Baisse apparente de la

concentration cellulaire

Figure 66. Schéma résumant le Chapitre 5 sur les conditions opératoires nécessaires aux CSM porcines cultivées sur

microporteurs

160

[Chapitre 5. Conditions opératoires]



L'étude de l'influence de ces deux parametres opératoires sur la réponse des CSM porcines a donc permis
de mieux comprendre la diminution apparente de la concentration cellulaire observée aprés plusieurs jours
de culture en mode agité. De plus, nous avons proposé deux stratégies pour limiter le phénoméne
d’agrégation entre cellules ; une réduction de I'agitation des microporteurs dans le spinner, et un ajout de
microporteurs frais en cours de culture. Cette capacité des CSM porcines a coloniser de nouveaux porteurs
en cours de culture permet de prolonger leur prolifération et d’augmenter la quantité de cellules produites,
sans compromettre leur multipotence. Cependant, la réduction de I'agitation peut conduire a des
problemes d’hétérogénéité, tels que des gradients de concentration de microporteurs, de substrats ou

encore d’oxygene.
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Conclusion générale

Les objectifs majeurs de ce travail concernaient I'étude de l'influence des parametres de culture, des
modes d'expansion et des conditions opératoires sur la réponse des CSM porcines. Nos résultats ont permis
d’établir les conditions d’un procédé adapté a I'expansion de ces cellules. De nombreuses questions
scientifiques ont été abordées et les contributions les plus significatives sont rappelées de fagon

synthétique ci-dessous :

Quelle est I'influence des parameétres de culture sur le comportement des CSM

porcines ?

- Les paramétres de culture influencent la croissance des CSM

Les concentrations d’ensemencement des CSM influencent leur croissance. Ainsi, en mode statique, une
latence est observée lorsque les cellules sont ensemencées a une concentration inférieure a 1500
cellules/cm®. En revanche, lors de cultures en mode agité sur microporteurs (Cultispher G), le facteur de
multiplication des cellules est plus élevé lors d’'un ensemencement de 6 cellules par microporteurs
comparativement a 12 cellules par microporteurs. Par contre, un ensemencement de 3 cellules par
microporteurs n‘augmente pas significativement le facteur de multiplication des cellules, mais retarde la
baisse de la concentration cellulaire. Un autre paramétre de culture est la siliconisation des spinners. Un
traitement au silicone des flacons réalisé juste avant la culture permet d’augmenter les concentrations
maximales des CSM, comparé a des cultures dans des flacons traités non récemment. Enfin, un dernier
parametre de culture est I'age des cellules, entrainant une diminution de la concentration maximale des
CSM au fur et a mesure des passages. En effet, une sénescence réplicative touche les CSM en culture in

vitro, et diminue significativement leur potentiel de croissance entre le passage 4 et le passage 6.

- Les paramétres de culture influence le métabolisme des CSM

L'age des CSM influence également leur métabolisme. Entre le passage 4 et le passage 6, la vitesse
spécifique de consommation du glucose augmente fortement alors que la vitesse spécifique de production
de lactate naugmente que moyennement. En revanche, il n’y pas d’effet significatif sur les vitesses
spécifiques de consommation de glutamine et de production d'ions ammonium. Ce changement de

métabolisme aurait un lien avec les mécanismes d’apoptose et de sénescence.

Les paramétres de culture doivent donc étre soigneusement choisis, et deux cultures ne peuvent pas étre
comparées si elles ne sont pas réalisées avec des parameétres de cultures similaires. Il faut ainsi trouver la
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bonne concentration d’ensemencement cellulaire, ni trop faible pour ne pas induire de latence, ni trop
forte pour ne pas diminuer les surfaces d’adhérence disponibles. De plus, étant donné que les cellules
ont une durée d’utilisation assez faible comparée aux lignées continues, le procédé d’expansion doit étre

le plus court possible.

Quels sont les besoins biochimiques spécifiques des CSM porcines ?

- Dans le milieu basal IMDM, les CSM porcines requiérent au moins 10 % de sérum de veau fecetal (SVF)
pour proliférer

Lorsque les CSM sont cultivées en mode statique sans ajout de SVF, aucune prolifération n’est observée et
le nombre de cellules diminue au cours du temps. Avec une concentration de 5 % de SVF, la concentration
cellulaire reste stable avec des cellules qui présentent une phase de latence. Une prolifération cellulaire

sans latence n’est ainsi observée qu’a partir de 10 % de SVF ajouté.

- Les CSM porcines proliférent mieux dans le milieu basal aMEM

La croissance des CSM porcines est meilleure dans le milieu aMEM que dans les milieux DMEM ou IMDM.
Cette différence provient principalement de la combinaison des parameétres suivants: une faible
concentration en glucose, la présence de glutamine, et la présence d’antioxydants dans 'aMEM comparé

aux autres milieux de base.

- Les CSM porcines proliférent mieux avec une faible concentration en glucose
La croissance des CSM porcines ralentit lorsque la concentration en glucose est augmentée de 5,5 mM a
13,5 mM et a 25 mM dans le milieu basal aMEM. Cela pourrait provenir d’'une plus forte production de

lactate en présence de concentrations plus élevées de glucose.

- Les CSM porcines consomment peu de glutamine

En absence d’ajout de glutamine dans le milieu basal aMEM avec 10 % de SVF, les CSM porcines proliferent
sans latence (présence de glutamine a une concentration d’environ 0,05 mM provenant du SVF). Un ajout
de 2 mM de glutamine augmente la concentration maximale des cellules de 25 %. En revanche, un ajout de

4 ou 6 mM de glutamine n’a pas d’effet significatif sur la croissance des CSM par rapport a I'ajout de 2 mM.
- Les CSM porcines sont sensibles a la nature et a la concentration d’antioxydant

La présence d’acide thioctique (1 uM) entraine une augmentation de la concentration maximale des CSM

de 40 %. L’ajout de B-mercaptoéthanol ou de sélénite de sodium dans un milieu contenant déja de I'acide
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thioctique n’a pas d’effet sur les cinétiques de croissance. En revanche, une concentration élevée en B-

mercaptoéthanol (1 mM) ou en sélénite de sodium (0,1 mM) a un effet négatif sur la croissance des CSM.

- Les CSM porcines sont sensibles a la nature et a la concentration de facteurs de croissance humains

La concentration maximale des CSM porcines augmente de fagcon proportionnelle a la concentration de
FGF2 humain ajouté dans le milieu de culture, avec une augmentation de 40 % de la concentration
maximale de CSM a 1 ng/mL de FGF2. En revanche, la prolifération des cellules n’est pas modifiée par

I'ajout de HFG humain a différentes concentrations (de 0,5 a 10 ng/mL).

Les CSM porcines présentent donc des besoins biochimiques particulier, sans toutefois avoir un
métabolisme significativement différent des CSM humaines ou murines. Les CSM porcines sont sensibles
a la nature des composés biochimiques présents dans leur milieu de culture, mais également aux
concentrations de ces composés. Une trop forte concentration de glucose ou d’antioxydant peut ainsi
diminuer leur croissance. Il semblerait que ces composés doivent étre apportés préférentiellement par
petite quantité en cours de culture. Ceci pourrait également s’appliquer a la glutamine et aux facteurs de

croissance, deux composés qui se dégradent rapidement dans les conditions de culture des CSM porcines.

Quelle est la méthode d’expansion la mieux adaptée aux CSM porcines ?

- Les CSM porcines proliféerent en plaques micropuits ou en flacons statiques
Les CSM porcines adherent et se multiplient sur le polystyrene modifié des flacons de culture. Ces systemes
de culture ne sont cependant pas adaptés a une extrapolation de I'expansion, ni a la culture en conditions

agitées.

- La culture de CSM porcines sans support d’adhérence ne permet pas de croissance apparente
La culture de CSM porcines en suspension unicellulaire ou sous forme d’agrégats conduit au méme résultat :
une agrégation massive au bout de 24 h de culture agitée a 25 rpm. Méme si les cellules restent

métaboliquement actives, aucune croissance apparente n’est observée.

- La culture de CSM porcines sur microporteurs permet une croissance cellulaire

Les cellules adherent de fagon similaire pendant les 24 premieres heures de culture sur les différentes
surfaces des flacons et des microporteurs (polystyréne modifié, gélatine, dextrane-DEAE, cellulose-DEAE).
La croissance des cellules est cependant différente selon le type de microporteur utilisé. Par rapport a la
vitesse spécifique de croissance des CSM porcines en flacon statique (0,31 j), elle est plus faible sur Hillex

(0,25 j "), mais est plus élevée sur Cytodex 1 (0,54 j*), Cytodex 3 (0,38 j%), Cultispher G (0,46 j*), et Cytopore
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(0,48 j'). La culture sur certains microporteurs induit une mortalité cellulaire plus importante que sur
d'autres, tels que les microporteurs Cultispher G (112 U/L) et Hillex (114 U/L) avec lesquels la concentration
extracellulaire finale en LDH est plus élevée qu’avec les cultures en flacon statique (36 U/L), sur Cytodex 1
(68 U/L), Cytodex 3 (54 U/L) et sur Cytopore (51 U/L). En revanche, il n'y a pas de différences significatives
du métabolisme des CSM porcines lorsqu’elles sont cultivées en mode statique (flacon) ou en mode agité

sur les différents microporteurs.

- Le meilleur choix pour I'expansion de CSM porcines est le microporteur Cytodex 1

Dans le but d’extrapoler le procédé de culture, le mode d’expansion le mieux adapté est la culture sur
microporteurs, du fait de la vitesse spécifique de croissance cellulaire supérieure a celle obtenue en flacon
statique. Le choix se situe donc entre Cytodex 1, Cultispher G et Cytopore. Cultispher G est composé de
gélatine de porc, ce qui pourrait étre un inconvénient majeur dans le cadre de thérapie cellulaire humaine.
Par contre, Cytopore n’est pas constitué de molécules d’origine animale, mais comporte des pores de 30
pm de diametre en moyenne. Les cellules sont donc plus difficiles a observer et a récolter. Le choix s’est
ainsi porté sur Cytodex 1, sans composé d’origine animale et présentant une surface non macroporeuse. De
plus, la multipotence des CSM est conservée apres leur expansion pendant 12 jours sur les microporteurs

Cytodex 1 agités a 25 rpm.

Par rapport a la culture classique en flacons statiques, la culture des CSM sur microporteurs offrent la
possibilité de cultiver les cellules dans des conditions a la fois adhérentes et agitées, et de monter plus
facilement en échelle. Les CSM se comportent différemment selon la nature du microporteur utilisé, au
niveau de leur croissance et de leur mortalité, sans toutefois modifier leur métabolisme. Certains
microporteurs permettent ainsi une vitesse spécifique de croissance supérieure a celle observée en

flacon statique. Les cultures en suspension unicellulaire et sous forme d’agrégats sont favorables aux

lignées continues mais nécessitent d’étre adaptées aux CSM porcines en limitant I’agrégation cellulaire.

Quelle est la méthode de comptage la plus fiable pour les CSM sur microporteurs ?

- Il existe différentes méthodes de comptage rapportées dans la littérature

Jusqu’a maintenant, aucune standardisation des méthodes de comptages des CSM n’a été validée. Les
études sur I'expansion de CSM sur microporteurs rapportées dans la littérature utilisent des méthodes de
comptage soit directes par marquage du cytoplasme ou des noyaux cellulaires, soit indirectes, par la

mesure de la respiration cellulaire ou de la consommation de glucose.
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- Une nouvelle méthode automatisée de comptage des noyaux a été mise en place

En comparant les différentes méthodes de comptage, celle dénombrant les noyaux cellulaires semble la
plus adaptée aux CSM sur microporteurs, car elle ne nécessite pas d’étape de trypsination, et ne varie pas
en cours de culture. Cette méthode a pu étre transposée sur un cytometre en flux, les noyaux étant
préalablement marqués avec une sonde fluorescente. Cette innovation permet un comptage fiable et

automatisé des CSM sur microporteurs.

L’étude des différentes méthodes de comptage de CSM montre qu’il est difficile de comparer les études
rapportées dans la littérature sur I’expansion de CSM. En plus de l'influence des parameétres de culture,
de la composition du milieu de culture, et du mode d’expansion, la méthode de comptage des cellules
influence les résultats des cinétiques de croissance. Pour comparer différentes études, il serait donc
préférable de se baser sur les facteurs de multiplication obtenus, plutdot que sur les concentrations

cellulaires atteintes.

Quelle est I'influence de I'agitation sur le comportement des CSM ?

- L’agitation n’influence par la vitesse spécifique de croissance des CSM
La croissance des CSM ne semble pas étre influencée par la fréquence d'agitation. En effet, les cultures sur
microporteurs statiques ou agités a 25 et 75 rpm présentent les mémes vitesses spécifiques de croissance,

et les mémes concentrations cellulaires maximales.

- L’agitation induit une agrégation des CSM a confluence
Les cultures sur microporteurs agités a 25 et 75 rpm tendent a fragiliser I'adhérence des cellules a
confluence sur les microporteurs, conduisant a la formation d'agrégats cellulaires aprés 200 h de culture.

Cette agrégation est concomitante avec une baisse apparente de la concentration cellulaire.

- L’agitation induit une apoptose des CSM

Les cultures sur microporteurs agités a 25 et 75 rpm augmentent le pourcentage de cellules en apoptose
tardive ou nécrosées aprées une durée de culture variable, allant de 50 a 100 h, par rapport aux cultures sur
microporteurs en mode statique. Cette apoptose peut concerner jusqu’a pres de 40 % des cellules. De plus,
le pourcentage de cellules en apoptose précoce augmente a partir de 125 h de culture lors de cultures
agitées, atteingnant jusqu’a 40 % des cellules, alors qu’il reste inférieur a 10 % lors des cultures sans

agitation.
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- L’agitation influence le métabolisme des CSM
Les cellules cultivées sur microporteurs agités a 25 et 75 rpm ont pour conséquence une augmentation de
la vitesse spécifique de production de lactate par rapport aux cultures sur microporteurs statiques. En

revanche, il n’y a pas d’effet de |’agitation sur la vitesse spécifique de consommation de glucose.

Les résultats concernant I'agitation montre I'importance de cette condition opératoire sur I’expansion
des CSM. L’agitation de la culture en garantit I’homogénéité, tout en facilitant les régulations des
parameétres physico-chimiques et la montée en échelle. Cependant, I'agitation favorise I'apoptose et
I'agrégation cellulaire. Il est donc nécessaire de trouver un compromis entre le type et la durée
d’agitation que peuvent supporter les cellules, d’une part, et le seuil nécessaire pour éviter les gradients

de concentration, d’autre part.

Quels sont les moyens pour prolonger la croissance des CSM a grande échelle ?

- La concentration cellulaire maximale est maintenue lors de cultures sur microporteurs statiques
Contrairement aux cultures sur microporteurs agités a 25 et 75 rpm, la concentration cellulaire maximale
ne diminue pas aprés 200 h de culture en condition statique. Au contraire, la concentration cellulaire

atteint un plateau et reste stationnaire jusqu'a la fin de la culture (360 h de culture).

- L’ajout de microporteurs aprées I'agrégation cellulaire permet d’inverser le processus d’agrégation
Lorsque des microporteurs frais sont ajoutés apres I'agrégation cellulaire survenue lors des cultures agitées
(ajout a 240 h de culture), les cellules des agrégats sont capables de migrer et de coloniser les nouveaux
microporteurs au bout de 24 h. La concentration cellulaire revient alors a sa valeur maximale observée

avant l'agrégation.

- L’ajout de microporteurs avant I’agrégation cellulaire permet de maintenir la croissance des cellules

Lorsque des microporteurs frais sont ajoutés avant que l'agrégation cellulaire n’intervienne lors des
cultures agitées (ajout a 96 h de culture), cette agrégation est évitée jusqu'a la fin de la culture (360 h de
culture). Dans ce cas, la concentration cellulaire ne présente pas de baisse et se stabilise. En revanche,
lorsque des microporteurs usagés sont ajoutés avant I'agrégation, I'agrégation ne peut étre évitée et une
diminution de la concentration cellulaire est alors observée. Les cellules des agrégats de CSM porcines ne

sont donc pas capables d’adhérer sur des microporteurs ayant été colonisés au préalable.
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- Des ajouts répétés de microporteurs avant I’agrégation cellulaire permettent d’augmenter la
concentration cellulaire

Lorsque des microporteurs frais sont ajoutés toutes les 96 h de culture, la concentration cellulaire
augmente aprés chaque ajout, sans qu’aucune agrégation cellulaire n’apparaisse. Cette procédure permet
ainsi de prolonger I'expansion des CSM dans le méme systéme de culture sans nécessiter une étape de

trypsination.

En flacon statique, la prolongation de la croissance cellulaire nécessite le détachement des cellules et
leur ensemencement dans de nouveaux flacons. Lors de cultures sur microporteurs, la prolongation de la
croissance cellulaire doit étre favorisée en limitant I'agrégation due a I’agitation. Le microporteur
Cytodex 1 devient malheureusement non apte a étre colonisé par les cellules s’il a déja été utilisé
antérieurement. Au contraire, I'ajout de microporteurs frais avant le phénoméne d’agrégation permet
aux cellules d’adhérer aux nouveaux supports, ce qui limitent les interactions cellules-cellules et la
génération d’agrégats cellulaires. Les ajouts répétés de microporteurs sont ainsi un moyen d’amplifier les
CSM porcines avec un taux d’expansion élevé, et ce, sans nécessiter d’étape intermédiaire de

détachement des cellules.

Procédé d’expansion des CSM porcines

ENSEMENCEMENT :
Cellules < passage 5 ; 3 x 10* cellules/mL
1,2 g/L Cytodex 1, ajouts répétés

Agitation 25 rpm
MILIEU DE CULTURE : 3 s \_’ S J
aMEM 1A : {7 ANALYSES :

< 5,5 mM glucose ;i - Comptage automatisé

>2 mM glutamine . par cytométrie
1 uM Acide thioctique - Suivi de la mort cellulaire,
1 ng/mL FGF2 humain du métabolisme, et de la

morphologie

RECOLTE :
102 CSM en 300 h de culture dans
200 mL de milieu de culture

Figure 67. Résumé de la conclusion générale
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Un procédé d'expansion efficace pour les CSM porcines a pu étre mis en place grace aux résultats de
l'influence des parameétres environnementaux sur leur comportement. Ce procédé répond aux
objectifs de maintien de la multipotence des cellules, de rapidité de croissance cellulaire, et de
possibilité de montée en échelle. Ainsi, la multipotence des CSM porcines est maintenue apreés sept
jours de culture en flacon statique dans le milieu de culture adapté. La multipotence est également
conservée lors de I'expansion pendant 12 jours sur microporteurs Cytodex 1 avec une agitation a 25
rpm ou sans agitation. Enfin, la montée en échelle du procédé d'expansion est rendue possible grace
aux conditions agitées. En effet, ces conditions de culture sur Cytodex 1 permettent d’envisager sa
mise en ceuvre en bioréacteur controlé a plus grande échelle. Concernant les conditions opératoires,
I'ajout de microporteurs frais en cours de culture permet de prolonger la croissance cellulaire sans
nécessiter d’étape de trypsination. En paralléle, la méthode proposée pour le comptage des noyaux
cellulaires par cytométrie assure un comptage automatisé des CSM sur microporteurs sans

trypsination préalable.
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Perspectives

Plusieurs perspectives ont été soulignées au cours de nos études sur les procédés d'expansion des CSM
porcines. Ces principales pistes de recherches concernent |'utilisation de milieux sans sérum, I’'étude des
antioxydants, le développement de cultures en systémes agités et sans support d'adhérence, ainsi que la

mise en ceuvre de cultures en bioréacteurs contrélés dans le but d'améliorer encore I'expansion des CSM.

Utilisation de milieux sans sérum pour I’expansion de CSM

L'utilisation de CSM en médecine régénératrice incite a les cultiver dans des milieux exempts de composés
d’origine animale. De ce fait, le sérum doit pouvoir étre remplacé par d’autres composés. |l existe plusieurs
milieux de culture sans sérum sur le marché, qui sont cependant trés coliteux, et dont la composition reste
confidentielle. Il serait donc intéressant de mettre au point, par nous méme, un milieu sans sérum adapté
aux CSM porcines. La encore, les méthodes utilisées pour les lignées continues peuvent étre transférées
aux cas des CSM. Les milieux de culture sans sérum des lignées continues contiennent souvent diverses
molécules recombinantes telles que l'insuline, I'albumine, ou encore la transferrine. En utilisant le
Cellscreen®, l'influence de ces composés pourrait étre évaluée en plaque-96 puits dans le milieu de base
oMEM, supplémenté par le FGF2. L'utilisation d’un plan d’expériences serait pertinente pour réaliser une

telle étude et tester un grand nombre de formulations.
Effet des antioxydants sur la croissance des CSM

L'intérét d'étudier de facon plus approfondie les effets des antioxydants sur la croissance des CSM porcines
réside dans I'espoir d'améliorer les procédés d'expansion des cellules. En effet, 'une des causes majeures
de la baisse de prolifération cellulaire provient de la sénescence réplicative qui augmente avec le temps de
culture. Or, les stress oxydatifs sont les principaux responsables de cette sénescence, et sont également
impliqués dans la différenciation cellulaire (Kanda et al., 2011). Une maitrise de ces stress oxydatifs pourrait

donc améliorer la croissance des CSM et mieux controler le maintien de leur multipotence.

De plus, mes travaux ont montré que la croissance des CSM était influencée par la nature et la
concentration de l'antioxydant ajouté au milieu de culture. En effet, la concentration cellulaire maximale
augmente lorsque I'acide thioctique (1 uM) est présent dans le milieu de culture. Cependant, en présence

de sélénite de sodium ou de B-mercaptoéthanol, cette concentration n'est pas améliorée, voire méme
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diminuée a fortes concentrations de ces antioxydants. Les mécanismes d'action de ces différents
antioxydants, acide thioctique, sélénite de sodium et B-mercaptoéthanol, empruntent probablement
différentes voies de signalisation. Pour mieux comprendre I'influence d'antioxydants sur la croissance des
CSM porcines, des mesures des stress oxydatifs intracellulaires et extracellulaires pourraient étre mises en
place. Une sonde redox placée dans le milieu de culture permettrait la mesure en ligne du potentiel redox
extracellulaire, alors qu'un test en plaques 96-puits (Wang et al., 1999) ou par cytométrie (Stolzing et al.,
2006) pourrait mesurer les stress oxydatifs intracellulaires. Ainsi, en cultivant les cellules en spinner en
présence de différents antioxydants et a différentes concentrations, des études cinétiques de la formation

des stress oxydants pourraient étre réalisées et comparées avec les cinétiques de croissance.

Amélioration des cultures des CSM sur microporteurs en systémes agités

La culture sur microporteurs a été choisie comme la plus adaptée aux CSM porcines, en particulier dans le
cas du microporteur Cytodex 1. Cependant, des améliorations pourraient étre apportées a ce systeme de
culture. Tout d’abord, la protection des cellules contre les effets de I'agitation pourrait étre favorisée, par
exemple, par I'encapsulation des cellules adhérées sur les microporteurs (Serra et al.,, 2011). D’autres
techniques a évaluer pour diminuer les contraintes hydrodynamiques seraient l'augmentation de la
viscosité du milieu de culture, ou encore I'ajout de surfactant (autre que le pluronic F68, ou a de plus

faibles concentrations).

Par ailleurs, la surface des microporteurs Cytodex 1 pourrait étre modifiée afin de limiter I'agrégation des
CSM porcines. Etant donné que les surfaces chargées positivement diminuent la production de matrice
extracellulaire par les cellules (Varani et al., 1995), une surface chargée négativement pourrait étre

envisagée pour éviter le détachement précoce des cellules.

Un autre inconvénient a I'utilisation de microporteurs est la difficulté pour récolter les cellules en fin de
procédé d’expansion. En effet, la trypsination des cellules conduit souvent a une perte de cellules, due soit
a des cellules qui ne se détachent pas, soit a des cellules endommagées par I'exposition a la trypsine. Afin
de faciliter cette récolte cellulaire, des microporteurs capables de se dissoudre par modification du pH
compatible a la survie cellulaire, ou encore, des microporteurs dont la surface devient hydrophobe lors

d’un changement de température (surfaces UpCell® de Nunc®) pourraient étre utilisés.

Enfin, la fonctionnalisation des microporteurs avec le facteur de croissance FGF2 permettrait sa libération
ciblée, et une réduction des colts. De tels microporteurs fonctionnalisés existent déja avec d’autres

molécules, et sont appelés PAM (Pharmacologically Active Microcarriers ) (Tatard et al., 2004). Des progres
172

[Perspectives]



notables peuvent donc étre encore attendus dans l'expansion des CSM en conditions agitées et sur

microporteurs.

Développement de cultures des CSM sans support d'adhérence en systémes agités

Notre étude sur les procédés d'expansion en conditions agitées a montré que les CSM porcines
s’agrégeaient massivement lors d’'une agitation a 25 rpm en suspension unicellulaire. De méme, les CSM
porcines ensemencées sous formes d'agrégats de petites tailles s’agrégeaient massivement a 25 rpm.
Aucune prolifération cellulaire apparente n'était visible dans ces conditions. Dans un premier temps, un
meilleur contrdle de |'agrégation des CSM pourrait étre réalisé en inhibant I'adhérence intercellulaire ou en
limitant la taille des agrégats. Dans un second temps, une induction de la prolifération des cellules en
suspension ou sous forme d'agrégats pourrait étre réalisé. En paralléle, I'état physiologique des cellules a
I'intérieur des agrégats devrait étre étudiée par immunohistochimie ou par microscopie confocale. Cela
permettrait de mieux observer la viabilité des cellules, I'apparition de cellules nécrosées au cceur
de I'agrégat et son évolution en cours de culture, et surtout, la prolifération éventuelle des cellules en

périphérie.

La limitation de la croissance des CSM en absence de support d'adhérence provient du phénomeéne
d'anoikis, une forme d'apoptose induite lorsque les cellules ne sont pas adhérées (Valentijn et al., 2004).
Une piste de recherche réside dans I'étude de Benoit et al. (2007) qui cible une molécule faisant le lien
entre I'adhérence et la survie/prolifération des CSM, I'enzyme ILK (Integrin-Linked Kinase). L’activation de
cette enzyme par transfection permet la survie et la prolifération des CSM sans aucune adhérence. Une
seconde étude de Feng et al. (2007) cible une autre molécule impliquée dans I'anoikis, la caspase 3. L'ajout
d'un inhibiteur de la caspase 3 permet aux CSM de survivre dans des conditions non adhérées. Ces deux
études, réalisées en petits systemes statiques, pourraient étre transposées a des systémes de culture agités.
La sélection clonale de CSM survivant au mode de culture en suspension pourrait aussi étre envisagée.
Cette technique a été appliquée a la culture des CSM sur boites de Pétri, en récoltant les cellules non
adhérées a chaque passage (Zhang et al., 2009). En effet, une sous-population de CSM non adhérentes est
généralement observée, cette existence étant appuyée par le fait que les CSM sont présentes dans la
circulation sanguine (Roufosse et al., 2004). D’autre part, I'état adhéré des CSM dans la moelle osseuse

reste toujours a démontrer (Zhang et al., 2009).

Concernant la culture de CSM sous forme d'agrégats, le principal probleme réside dans le controle de la
taille de ces agrégats. La technique la plus classique est la dissociation mécanique (Frith et al., 2010).

Certains composés sont également connus pour limiter I'agrégation des cellules, tels que la trypsine et
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I'EDTA (Li et al., 2011), ou les molécules contenant des sulfates (Dee et al., 1997), telles que le dextrane
sulfate, la suramine (Nakata, 2004) et I'héparine (Li et al., 2011). Une technique utilisée pour les cellules
souches embryonnaires (CSE) est l'inactivation de la protéine E-cadhérine, responsable des liaisons cellules-
cellules. Cette inactivation peut étre réalisée en enlevant le géne (knockout Ecad-/-), ou en neutralisant la
protéine avec un anticorps (EcadAb) (Mohamet et al., 2010). De cette maniéere, la culture de CSE en

conditions agitées tout en limitant I'agrégation cellulaire a été rendue possible.

La culture de CSM porcines sans support d'adhérence présente plusieurs avantages. Parmi ceux-ci, une
suppression des collisions entre porteurs et des résidus de particules issues des microporteurs, et une
augmentation de I'homogénéité des cultures sont attendues. De plus, I'organisation cellulaire sous forme
d'agrégats diminuerait la sensibilité aux contraintes hydrodynamiques et nécessiterait moins d'ajout de
facteurs de croissance. Enfin, les procédés d'expansion seraient simplifiés au niveau des phases

d'ensemencement et de récolte des cellules, ainsi que des étapes d’extrapolation.

Développement de culture de CSM en bioréacteurs controlés

La culture en bioréacteurs controlés présente de nombreux avantages par rapport aux cultures en spinner.
En effet, les cultures en spinner rendent difficile le contréle du pH et du taux d'oxygeéne dissous. Les
spinners étant placés dans des incubateurs, I'étude de I'influence de ces paramétres physico-chimiques ne
peut pas étre précise. La géométrie des spinners est également un frein a la montée en échelle des cultures.
De plus, les changements de milieu réalisés manuellement peuvent représenter un stress pour les cellules,

et augmenter les risques de contaminations.

Le procédé d'expansion des CSM porcines sur Cytodex 1 pourrait donc étre transposé du spinner au
bioréacteur controlé. Pour cela, les bioréacteurs utilisés pour la culture de lignées continues pourraient
étre adaptés aux CSM. L'utilisation de sondes permettrait une mesure et un contréle en ligne des
parametres physico-chimiques. La FDA (Food and Drug Administration) a d'ailleurs lancé en 2004 ['initiative
PAT (Process Analytical Technology), destinée a améliorer les suivis en ligne des bioprocédés. L'un des
nouveaux outils de suivi en ligne déja utilisé pour les lignées cellulaire est la spectrométrie diélectrique, qui
permet de déterminer la concentration en cellules vivantes par mesure de la permittivité. Cet outil a été
testé récemment avec des CSM immortalisées et amplifiées sur microporteurs (Justice et al., 2011).
D'autres stratégies concernent Il'alimentation du milieu de culture. La mise en place de la perfusion du
milieu de culture est déja utilisée a grande échelle pour les lignées continues. Les cultures de CSM en
conditions agitées pourraient bénéficier de ce mode perfusé, qui grace a une stabilisation diminuerait le

stress lié aux changements ponctuels de milieu. De plus, le régime de perfusion pourrait étre contrélé pour
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assurer une modification du métabolisme induisant une production moindre de lactate et d'ions

ammonium.

Afin de réduire les contraintes hydrodynamiques pouvant induire des différenciations cellulaires
indésirables, diverses autres géométries et types d'agitation des bioréacteurs pourraient étre évalués. Ainsi,
certains bioréacteurs déja utilisés pour la différenciation des CSM pourraient étre adaptés a I'expansion. En
effet, les premieres cultures de CSM sur microporteurs ont été réalisées pour induire une différenciation
ostéogénique en bioréacteur a rotation axiale (Qiu et al., 1998), et pour étudier I'effet de la microgravité en
réacteur couette (Meyers et al., 2005). Ces réacteurs présentent des conditions de contraintes
hydrodynamiques faibles. Un autre type de bioréacteur a faibles contraintes hydrodynamiques est le type

Wave, déja utilisé pour des lignées cellulaires telles que les cellules MDCK (Genzel et al., 2006).

La culture des CSM porcines en bioréacteur controlé permettrait d'étudier de fagon plus précise et plus
approfondie I'influence des parameétres physico-chimiques tels que le pH, I'oxygéne dissous, la température
et le potentiel redox sur la réponse cellulaire. En particulier, I'oxygene est un parameétre de culture dont
I'influence sur le comportement des CSM est rapportée dans la littérature, notamment l'augmentation de
la croissance des CSM a faible concentration d’oxygene dissous (Fehrer et al., 2007 ; Dos Santos et al., 2010 ;
Schop, 2010). Des cultures en bioréacteur controlés permettraient ainsi d’étudier I'influence de I’"hypoxie

sur le métabolisme, 'agrégation, et 'apoptose de CSM porcines.

Les résultats présentés dans ce mémoire contribuent a une meilleure compréhension de l'influence des
parameétres environnementaux de culture sur la réponse des CSM porcines. Un procédé d’expansion a
été mis au point en conditions agitées pour amplifier les cellules rapidement, tout en maintenant leur
multipotence et en limitant leur agrégation. L’expansion en masse des CSM n’en est cependant qu’a ses
débuts. Il est certain que I'essor de la médecine régénératrice va provoquer une augmentation des

besoins en CSM, imposant la maitrise de procédés de culture a grande échelle.
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RESUME

Etudes cinétiques de procédés d’expansion de cellules souches mésenchymateuses cultivées sur
microporteurs en systémes agités

L’utilisation grandissante des cellules souches mésenchymateuses (CSM) en ingénierie tissulaire augmente la
nécessité d’améliorer leur expansion. Ces travaux ont concerné I'étude d’un procédé performant d’expansion
de CSM porcines en mode agité. Tout d’abord, un milieu de culture a été adapté aux CSM porcines
multipotentes. Puis, différents modes d’expansion en conditions agitées ont été évalués avec les cellules fixées
sur des microporteurs. La culture sur le microporteur Cytodex 1 a permis d'atteindre une vitesse spécifique de
croissance de 0,54 j_l, supérieure a celle observée en flacon statique (0,31 j’l), avec les mémes conditions de
culture. En paralléle, une méthode de comptage innovante a été proposée pour le dénombrement
automatique des cellules cultivées sur Cytodex 1, sans passer par une étape de trypsination. Enfin, les
conditions opératoires du procédé d’expansion ont été étudiées. En comparaison d’une culture de CSM sur
Cytodex 1 sans agitation, une agrégation des cellules et une baisse apparente de la concentration cellulaire ont
été observées a 25 et 75 rpm. Par ailleurs, I'ajout de microporteurs au cours d’une culture de 300 h, réalisée
dans un systeme de culture agité a 25 rpm et dans un volume de 200 mL, a permis de prolonger la prolifération
cellulaire en évitant |'agrégation tout en maintenant la multipotence des CSM. Une concentration cellulaire de
3 x 10° cellules/mL a été obtenue, au lieu de 1,2 x 10° cellules/mL en flacons statiques avec les mémes
conditions de culture. Un procédé performant d’expansion de CSM porcines en conditions agitées a ainsi pu
étre proposé.

MOTS CLES : Cellules souches mésenchymateuses ; Procédé ; Expansion ; Milieu de culture ; Microporteurs

SUMMARY

Kinetic studies of expansion processes of mesenchymal stem cells cultivated on microcarriers in agitated
systems

The extensive use of mesenchymal stem cells (MSC) in tissue engineering increases the necessity to improve
the expansion performance. This work aimed at studying an efficient expansion process for porcine MSC in
agitated mode. First, a culture medium was adapted to the multipotent porcine MSC. Then, various expansion
modes and agitation conditions were evaluated with the cells fixed on microcarriers. Cultures on the Cytodex 1
microcarrier enabled to reach a specific growth rate of 0.54 d_l, which was higher than the one observed in
static T-flasks (0.31 d'l), with the same culture conditions. In parallel, an innovative counting method was
proposed for the automatic enumeration of cells cultivated on Cytodex 1, without passing by a trypsination
step. Finally, the operating conditions of the expansion process were studied. Compared to a culture of MSC on
non-agitated Cytodex 1 microcarriers, cell aggregation occurred and an apparent decrease in the cell
concentration was observed at an agitation rate of 25 and 75 rpm. Moreover, the addition of microcarriers
during a 300 h culture, performed in an agitated culture at 25 rpm and in a volume of 200 mL enabled to
prolong the cell proliferation without any aggregation, while maintaining the multipotency of the cells. A cell
concentration of 3 x 10° cells/mL was obtained, instead of the 1.2 x 10° cells/mL in static flasks with the same
culture conditions. An efficient expansion process for porcine MSC under agitated conditions has therefore
been proposed.
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