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Indroduction générale 
 

Depuis maintenant plusieurs années, les cellules souches associées à une médecine 

régénératrice, semblent pouvoir apporter de nombreuses solutions thérapeutiques, notamment 

dans le cadre de pathologies dégénératives. De l’embryon à l’Homme adulte, les sources de 

cellules souches sont multiples. Selon leur origine et leur mode d’obtention, ces cellules ne 

possèdent pas toutes les mêmes potentiels de différenciation. Nous verrons qu’en fonction de 

leurs propriétés et de leur accessibilité, certaines d’entre elles représentent une source 

attractive de cellules pour l’ingénierie tissulaire du cartilage. 

 

Du fait de leurs capacités d’auto-renouvellement, de différenciation vers les lignées 

mésodermiques et d’immunomodulation, les cellules stromales/souches mésenchymateuses 

(CSM) représentent, aujourd’hui, une source cellulaire intéressante pour des applications en 

thérapie cellulaire et en ingénierie tissulaire. Actuellement, les CSM les plus utilisées, dans 

ces deux domaines, sont les CSM adultes issues de la moelle osseuse (CSM-MO). Cependant, 

cette source cellulaire présente certaines limites. En effet, le prélèvement de moelle osseuse 

est difficilement accessible (douloureux, invasif pour le patient, risque infectieux non 

négligeable). De plus, la densité de CSM au sein de l’environnement médullaire est 

relativement faible. Enfin, les CSM provenant de moelle osseuse d’individus âgés présentent 

des capacités de prolifération et de différenciation altérées. Par conséquent, il est devenu 

nécessaire, ces dernières années, pour les scientifiques et les cliniciens, d’identifier une source 

de CSM alternative aux CSM adultes. 

 

Dans cette perspective, les CSM d’origine fœtale présentent un certain nombre 

d’avantages par rapport aux CSM adultes. Leur prélèvement est simple, sans geste invasif, sûr 

et indolore pour la mère et l’enfant. Les CSM sont relativement faciles à isoler et possèdent 

un fort pouvoir d’expansion in vitro, permettant ainsi d’obtenir des lots de cellules en quantité 

suffisante pour de potentielles utilisations thérapeutiques. Parmi ces CSM d’origine fœtale, les 

CSM issues du cordon ombilical et notamment de la gelée de Wharton semblent offrir des 

perspectives intéressantes. En plus de répondre aux critères minimums de définition des CSM, 

les CSM de la gelée de Wharton (CSM-GW) présenteraient un profil plus immature que les 

CSM adultes. Facilement accessibles, ces cellules ne présentent aucun problème d’ordre 

éthique. Longtemps considéré comme un déchet opératoire, le cordon ombilical propose une 
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source potentiellement illimitée de CSM. Enfin, leur faible immunogénicité permettrait 

d’envisager leur utilisation en situation allogénique.  
 

Dans la première partie de ce travail, nous avons réalisé une large caractérisation des 

CSM issues de la gelée de Wharton, en réalisant tout d’abord une analyse phénotypique in 

situ, puis, dans un second temps, une caractérisation in vitro au cours de leur amplification 

des passages 1 à 7 (P1 à P7), et en comparaison avec les CSM de la moelle osseuse (CSM-

MO) (utilisées comme contrôle). Nous avons également étudié l’impact de la concentration en 

oxygène, au cours de l’amplification, sur les propriétés des CSM-GW. L’objectif de cette 

étude est de définir des conditions de culture optimales des CSM-GW dans la perspective 

d’une utilisation clinique de ces dernières. Parallèlement, nous avons soulevé l’hypothèse que 

des facteurs obstétricaux peuvent avoir un impact sur l’expansion des CSM-GW et leur 

potentiel de différenciation chondrocytaire et nous avons souhaité identifier ces paramètres. 

L’objectif consiste à déterminer s’il est possible de privilégier l’utilisation de certains cordons 

pour une médecine régénératrice du cartilage. 

 

Suite à un traumatisme ou à une dégénérescence tissulaire telle que la dégénérescence 

du cartilage, la médecine réparatrice a su se développer et tente d’apporter des solutions 

thérapeutiques aux patients. Le caractère avasculaire du cartilage empêche une régénération 

spontanée efficace du tissu, entrainant une perte d’intégrité de ce dernier. Aujourd’hui, un 

grand nombre de patients souffrent de lésions cartilagineuses et notamment d’arthrose. Les 

traitements actuels n’ayant pas montré de résultats satisfaisants à long terme, le 

développement de nouvelles stratégies thérapeutiques devient alors un véritable enjeu non 

seulement de santé publique mais aussi économique. Dans cette perspective, certaines cellules 

souches, comme les CSM par exemple, se sont trouvées être d’excellentes candidates à 

l’ingénierie tissulaire du cartilage. Cette dernière consiste, à partir de cellules ensemencées 

dans un biomatériau vecteur et/ou tuteur, à préparer in vitro, un néo-tissu cartilagineux qui 

sera réimplanté au niveau d’une lésion chondrale. De par leurs propriétés, les CSM-GW 

semblent représenter une source prometteuse de CSM pour l’ingénierie tissulaire du cartilage. 

 

Dans la deuxième grande partie de notre travail, nous nous sommes intéressés aux 

potentialités des CSM-GW en ingénierie tissulaire du cartilage. Ainsi, nous avons proposé, 

pour la première fois, d’évaluer le potentiel chondrogénique de CSM-GW ensemencées dans 

une matrice support composée d’un hydrogel d’alginate enrichi en acide hyaluronique. Les 
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hydrogels ont été construits par une méthode originale de pulvérisation. L’objectif principal 

de cette étude est d’évaluer la différenciation chondrogénique des CSM-GW cultivées dans un 

environnement tridimensionnelle et en absence de facteur de croissance. L’évaluation de la 

différenciation est faite aussi bien au niveau phénotypique qu’au niveau de la synthèse 

matricielle. Pour conclure sur le fait que les CSM-GW peuvent représenter une réelle source 

alternative de cellules souches pour l’ingénierie tissulaire du cartilage, nous avons comparé 

nos résultats avec ceux obtenus avec les CSM-MO. 

 

Enfin, parallèlement à tous ces travaux, avec l’évolution de la nouvelle loi de 

bioéthique entre 2011 et 2012, nous nous sommes également intéressés aux aspects 

réglementaires qui encadrent l’utilisation thérapeutique ou scientifique des cellules souches en 

France. Le changement de statut réglementaire du cordon ombilical, stipulé dans cette 

nouvelle loi de bioéthique, nous a semblé devoir être explicité dans ce travail. 
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Etat de l’art 
 

I. Les différentes cellules souches humaines 
 

Les cellules souches (CS) sont des cellules dites « immatures » et « indifférenciées ». Par 

conséquent, elles sont capables, dans un environnement donné, de se différencier en cellules 

ou organes spécialisés, voire d’engendrer un organisme entier. Ces cellules sont également 

douées d’une propriété d’auto-renouvellement, c’est-à-dire qu’elles ont la capacité de se 

multiplier à l’identique, notamment en culture in vitro. Ainsi, les CS peuvent se diviser de 

façon symétrique, donnant naissance à deux cellules indifférenciées ou différenciées, ou bien 

de façon asymétrique, en générant une cellule spécialisée et une cellule immature. Ces 

stratégies permettent de conserver un stock de cellules immatures tout au long de la vie. 

Le domaine des cellules souches est devenu très complexe ces dernières années : les 

progrès techniques ont permis d’isoler et de caractériser, de l’embryon à l’adulte, de multiples 

populations de CS. Ces cellules immatures possèdent de nombreuses caractéristiques et 

peuvent être classées de différentes façons : une classification physiologique, qui suit la 

succession chronologique des CS au cours de la vie : de l’embryon (qui crée les tissus), au 

fœtus et à l’adulte, où les tissus ne font que se renouveler ou se réparer en cas de lésion. Il est 

possible également de classer ces cellules selon leur potentiel de différenciation, s’étendant 

ainsi de la totipotence à l’unipotence (Figure 1). Enfin, dans un contexte pathologique, une 

catégorie particulière de CS, représentée par les cellules souches cancéreuses, sont à l’origine 

de la formation des tumeurs malignes au sein de l’organisme. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1: Différents potentiels de différenciation des cellules souches au cours du 
développement embryonnaire. 
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A. Les cellules souches totipotentes 
 

L’embryogenèse est par définition le processus qui forme un individu entier à partir 

d’une seule cellule, le zygote (ou œuf fécondé). Ce zygote et les cellules issues de ses 

premières divisions (jusqu’au stade de 16 cellules), les blastomères, sont les seules cellules 

totipotentes de l’organisme (Figure 1). Etymologiquement, totipotence signifie « tout 

pouvoir », indiquant que le génome de ces cellules est organisé de telle manière qu’il peut 

coder l’information nécessaire à la fabrication d’un organisme entier. Mais encore faut-il que 

la cellule totipotente soit dans le contexte embryonnaire ; jamais une cellule totipotente ne 

formera un embryon in vitro. De plus, pour des raisons évidentes d’éthiques, ces cellules ne 

sont pas utilisées en recherche et encore moins à des fins thérapeutiques. 

B. Les cellules souches pluripotentes 
 

Les cellules souches pluripotentes ont la capacité de générer (dans les conditions 

adaptées) n’importe quelle cellule spécialisée et fonctionnelle de l’organisme. Leur capacité 

plus restrictive que les cellules totipotentes, ne leur permet pas d’aboutir à la création d’un 

individu complet. Il est possible de les obtenir notamment à partir de la masse cellulaire 

interne de blastocystes (Cellules Souches Embryonnaires, CSE) ou par reprogrammation 

forcée de cellules différenciées (Cellules souches Pluripotentes Induites ou iPS). 

Aujourd’hui, ces cellules représentent un espoir majeur pour des applications cliniques futures 

en thérapie cellulaire (Duprat et al., 2010).  

1. Les cellules souches embryonnaires 

a. Définition 

Dans les années quatre-vingt-dix, une équipe de chercheurs américains met 

en évidence des cellules souches embryonnaires chez l’homme (Thomson et al., 1998). Au 

cours de l’embryogénèse et à partir du cinquième jour, l’embryon s’organise en territoires 

spécialisés, ayant chacun un destin propre : il s’agit du stade blastocyste du développement 

embryonnaire. Les cellules qui formeront les tissus embryonnaires se regroupent pour former 

la masse interne du blastocyste au sein d’une cavité bordée par une membrane externe, le 

trophoblaste. Ce dernier donnera le placenta et les annexes extra-embryonnaires. Les cellules 

souches embryonnaires sont directement issues de cette masse cellulaire interne (Figure 1). 

Le génome de ces cellules est organisé de façon à coder l’information nécessaire pour former 

tous les tissus de l’organisme (pluripotence). Ensuite, les cellules de cette masse interne se 
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spécialisent à leur tour et délimitent trois feuillets : l’ectoderme, l’endoderme et le mésoderme 

(processus de gastrulation). Chacun est à l’origine de certains des futurs tissus de l’organisme. 

Par exemple, la peau et le tissu nerveux sont issus de l’ectoderme, l’intestin, le foie et le 

pancréas de l’endoderme et enfin, les cellules musculaires, cartilagineuses ou osseuses sont 

quant à elles issues du mésoderme.  

In vivo, la pluripotence des cellules souches embryonnaires n’existe que 

pendant une courte durée. La progression du développement embryonnaire conduit 

inéluctablement à la spécialisation de ces cellules. Cette situation est donc très différente des 

conditions in vitro, où l’objectif est de maintenir les propriétés de pluripotence des cellules 

afin d’en tirer parti en thérapeutique. C’est la raison pour laquelle, ont été développées des 

lignées de cellules souches embryonnaires capables de proliférer de façon illimitée en culture 

tout en conservant leur caractère pluripotent (Thomson et al., 1998). 

b. Caractérisation 

Les CSE humaines sont essentiellement caractérisées par l’expression de 

marqueurs spécifiques ainsi que par leur capacité de différenciation. Des analyses du profil 

transcriptomique de ces cellules ont permis de caractériser l’état indifférencié et pluripotent 

des CSE humaines (Richards et al., 2004). Ainsi, ces dernières peuvent être caractérisées par 

différentes catégories de marqueurs (Zhao et al., 2012) qui sont: 

 des marqueurs de surface comme SSEA3 et SSEA4 (Stage Specific Embryonic 

Antigens, qui sont des gangliosides), Tra-1-60 et Tra-1-81 (qui sont des 

protéoglycannes), CD133, CD117 (c-kit), CD9, etc. (qui sont des Clusters de 

Différenciation, CD) (Thomson et al., 1998; Hoffman and Carpenter, 2005). 

 des facteurs de transcription comme Oct-3/4 (Octamer-binding transcription factor), 

Sox2 (SRY-box 2), Nanog, Klf4 (Krüppel-like factor 4), etc. (appelés également 

« gènes de pluripotence ») (Hoffman and Carpenter, 2005; Zhao et al., 2012). 

 des marqueurs intervenant dans les voies de signalisation intra-cellulaire comme 

SMAD2/3, SMAD1/5/8, β-caténine, etc. (Zhao et al., 2012). 

 des marqueurs enzymatiques avec de fortes activités phosphatase alcaline et 

télomérase (Thomson et al., 1998). Cette activité télomérase élevée est directement 

liée à la grande capacité de prolifération des CSE (Thomson et al., 1998). 
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Les CSE humaines sont également caractérisées par leur capacité de 

différenciation :  

 Elles peuvent, en culture in vitro et dans un environnement adéquat, se différencier 

en cellules spécialisées d’origines mésodermique (cardiomyocytes, chondrocytes, 

cellules endothéliales, etc.), ectodermique (neurones, oligodendrocytes, etc.) ou 

endodermique (hépatocytes, cellules sécrétrices d’insuline, etc.) (Hoffman and 

Carpenter, 2005). 

 Lorsqu’elles sont injectées en sous-cutanée chez la souris immunodéficiente, les 

CSE induisent la formation de tératomes. Ces tumeurs bénignes représentent la 

tentative anarchique des CSE de former les trois feuillets embryonnaires; destin 

naturel de ces cellules (Thomson et al., 1998). 

Enfin, elles sont capables de se répliquer indéfiniment en culture in vitro 

tout en conservant, dans des conditions appropriées, leur caractère indifférencié et pluripotent, 

sans modification de leur caryotype. Des études ont montré qu’après une culture in vitro à 

long terme (≥ 100 passages), les CSE humaines présentent des caryotypes normaux (Buzzard 

et al., 2004; Rosler et al., 2004). 

Ces caractéristiques propres aux CSE humaines peuvent expliquer en partie 

l’intérêt mais aussi les obstacles de leur utilisation dans des applications cliniques futures. 

c. Aspect réglementaire de leur utilisation en recherche 

Les CSE proviennent d’embryons surnuméraires créés dans le cadre d’une 

fécondation in vitro et ne faisant plus l’objet d’un projet parental. De ce fait, le premier 

obstacle à l’utilisation des CSE humaines est d’ordre éthique. En France, suite à la loi de 

bioéthique de 2011, l’interdiction de la recherche sur les CSE humaines était assortie de 

dérogations pérennes dans des conditions très strictes (Reppel et al., 2012). En août 2013, une 

nouvelle loi est promulguée (Loi n° 2013-715 du 6 août 2013), tendant à modifier cette 

dernière loi de bioéthique en autorisant sous certaines conditions la recherche sur l’embryon 

et les CSE. Selon l’article L. 2151-5, un protocole de recherche conduit sur un embryon 

humain ou sur des CSE issues d’un embryon humain ne peut être autorisé par l’Agence de la 

Biomédecine que si : 

 La pertinence scientifique de la recherche est établie; 
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 La recherche, fondamentale ou appliquée, s’inscrit dans une finalité médicale; 

 En l’état des connaissances scientifiques, cette recherche ne peut être menée sans 

recourir à ces embryons ou ces cellules souches embryonnaires; 

 Le projet et les conditions de mise en œuvre du protocole respectent les principes 

éthiques relatifs à la recherche sur l’embryon et les cellules souches embryonnaires. 

Ainsi, ce nouveau texte permet de passer d'un régime "d'interdiction 

assortie de dérogations" à un régime "d'autorisation encadrée" de la recherche sur les CSE 

renforçant la légitimité de cette dernière. Très récemment, la décision du 3 mars 2014, publiée 

au Journal officiel, fait état d’une liste des autorisations accordées aux différentes équipes de 

recherche, par l’Agence de la Biomédecine. 

2. Les cellules souches pluripotentes induites 

a. Définition 

Tout comme les CSE, les cellules souches pluripotentes induites ou cellules 

iPS possèdent deux caractéristiques majeures: elles sont capables de se multiplier à l’infini et 

peuvent se différencier en tout type cellulaire. De découverte relativement récente, ces 

cellules ont été obtenues par reprogrammation de cellules adultes différenciées, tout d’abord 

de souris, par l’équipe du japonais Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 2006) puis 

humaines (Takahashi et al., 2007; Yu et al., 2007). En 2008, le journal « Science » publie son 

classement des dix avancées scientifiques majeures de l’année et place les nouvelles 

connaissances sur les cellules iPS en première position (Alberts, 2008). Enfin, quelques 

années plus tard, en 2012, Yamanaka reçoit le « Prix Nobel de physiologie ou médecine » 

pour la découverte de ces cellules. Plus faciles à obtenir que les CSE, les cellules iPS ne 

posent aucun problème d’ordre éthique et semblent offrir des potentialités prometteuses dans 

de nombreuses applications autologues. 

b. La reprogrammation de cellules somatiques adultes 

La reprogrammation de cellules somatiques adultes consiste à transférer 

des gènes codants des facteurs de transcription bien particuliers, via un vecteur.  

Ces gènes utilisés pour la transformation de cellules adultes en cellules 

pluripotentes sont ceux qui interviennent dès le début de l’embryogénèse. En 2006, après 

l’identification de vingt-quatre gènes intervenant dans la pluripotence des CSE, l’équipe 
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japonaise de Yamanaka (Takahashi and Yamanaka, 2006) retient quatre facteurs pour leurs 

premiers travaux sur la souris : Oct4, Sox2, Klf4 et c-Myc. Un an après ce succès, cette même 

équipe réalise, avec ces mêmes facteurs, une reprogrammation de fibroblastes humains 

adultes (Takahashi et al., 2007). En 2007, l’équipe américaine de Thomson J.A. (Yu et al., 

2007), effectue également des travaux sur des fibroblastes humains et choisit pour réaliser la 

reprogrammation, Oct4, Sox2 et deux autres facteurs : Nanog et Lin 28.  

L’objectif final de la transfection de ces quatre gènes d’intérêt est de 

réactiver les gènes endogènes de pluripotence des cellules adultes reprogrammées. Ces gènes 

sont présents dans les cellules adultes mais leur expression est naturellement inhibée. 

Parallèlement, l’expression des gènes transfectés doit diminuer progressivement au cours du 

temps (Figure 2) (Stadtfeld and Hochedlinger, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Principe de la reprogrammation de cellules somatiques adultes.  
Après transfection des quatre gènes d’intérêts, la reprogrammation consiste à réactiver les 
gènes endogènes de pluripotence. L’expression des gènes transfectés diminue 
progressivement et parallèlement, les gènes endogènes sont réactivés. (OSCK : Oct4, Sox2, c-
Myc, Klf4 et OSLN : Oct4, Sox2, Lin 28, Nanog). 

 

Ces gènes de reprogrammation ont été initialement introduits dans les cellules 

adultes par l’intermédiaire de vecteurs intégratifs que sont les rétrovirus et les lentivirus. Par 

définition, ces vecteurs conduisent à l’intégration des transgènes au sein du génome des 

cellules. Cette intégration assure une bonne efficacité de reprogrammation mais également un 
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risque de mutagénèse insertionnelle non négligeable (Lowry and Plath, 2008). C’est la raison 

pour laquelle, certaines équipes se sont intéressées à d’autres vecteurs, non intégratifs, qui 

n’altèrent pas l’ADN des cellules reprogrammées. Des adénovirus (Stadtfeld et al., 2008) ou 

encore des plasmides (Okita et al., 2008) ont ainsi été utilisés comme vecteur, induisant 

cependant une efficacité de reprogrammation moindre (Stadtfeld and Hochedlinger, 2010). 

L’efficacité de reprogrammation est évaluée par le taux de cellules induites. Aujourd’hui, les 

chercheurs se tournent de plus en plus vers d’autres techniques de reprogrammation efficaces 

et qui réduisent le risque de mutagénèse insertionnelle. Dans ce contexte, ont été injectées, 

dans les cellules adultes, non pas les transgènes mais le produit de leur synthèse : les ARN 

messagers. De cette façon, les modifications du génome sont évitées et le risque de 

cancérogénèse est diminué. Les ARN messagers déclenchent bien le changement d’identité 

des cellules (bonne efficacité de reprogrammation) mais, contrairement aux transgènes, ils 

sont détruits rapidement (Warren et al., 2010). Cependant, l’efficacité de cette méthode 

repose sur des cycles répétés de transfection qui peuvent s’avérer néfastes pour le maintien de 

l’intégrité de certaines cellules somatiques adultes (Bayart and Cohen-Haguenauer, 2013).  

Très récemment, une équipe japonaise a réussi à reprogrammer des cellules 

somatiques adultes murines en appliquant un stress particulier sur ces dernières. Ces cellules 

adultes ont été incubées dans une solution acide (pH = 5,7) à 37°C pendant 25 minutes puis 

mises en culture in vitro. Au bout de 7 jours, les cellules ré-expriment des gènes 

embryonnaires et possèdent des propriétés de pluripotence (Obokata et al., 2014). Cependant, 

ces résultats restent très controversés car pour l’instant, aucune équipe n’est parvenue à les 

reproduire. 

Chez l’Homme, les cellules iPS sont obtenues principalement à partir de 

fibroblastes cutanés (Awe et al., 2013) mais peuvent également être générées à partir de 

kératinocytes issus de biopsie cutanée (Aasen et al., 2008) ou encore de cellules progénitrices 

sanguines (Loh et al., 2009). 

c. Caractérisation 

L’objectif principal de cette reprogrammation de cellules adultes est de 

maintenir dans le temps le caractère pluripotent des cellules. Les cellules iPS une fois 

obtenues doivent répondre à un certain nombre de critères (Maherali and Hochedlinger, 

2008). Ces paramètres sont ceux qui caractérisent les cellules souches embryonnaires et qui 

ont été décrits précédemment. L’intégrité génomique des cellules iPS peut être contrôlée par 
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des techniques de séquençage. Ce contrôle d’éventuelles mutations induites semble nécessaire 

en vue d’une potentielle utilisation thérapeutique de ce type de cellules. 

C. Les cellules souches multipotentes 
 

La multipotence caractérise les cellules souches d’origine adulte ou fœtale qui sont 

capables de générer plusieurs types de cellules. Leur capacité de différenciation est plus 

limitée que les cellules décrites précédemment. Ces cellules multipotentes sont déjà engagées 

dans un programme tissulaire spécifique (d’origine ectodermique, endodermique ou 

mésodermique). Les CS multipotentes adultes sont présentes dans le corps humain, au niveau 

de niches tissulaires, et participent à la régénération des tissus en fonction des signaux 

envoyés par l’environnement. Par exemple, les Cellules Souches Hématopoïétiques (CSH)  

sont à l’origine de toutes les cellules du sang ou encore les Cellules Souches 

Mésenchymateuses appelées aussi Cellules Stromales Mésenchymateuses (CSM) qui 

donneront naissance aux futures cellules cartilagineuses, osseuses, musculaires et adipeuses. 

Contrairement aux cellules pluripotentes, les CS multipotentes ont une capacité de 

prolifération limitée en culture in vitro (sénescence cellulaire). Ces cellules ont déjà montré 

leur réel intérêt en thérapie cellulaire (CSH) et offrent de belles perspectives quant à leur 

utilisation en médecine régénératrice. 

1. Les cellules souches hématopoïétiques 

a. Définition 

Les CSH sont le point de départ de l’hématopoïèse qui a lieu, chez l’adulte, 

au niveau de la moelle osseuse (MO) (niche hématopoïétique). Elles assurent la production 

permanente des différentes lignées cellulaires sanguines, permettant à ces dernières un 

renouvellement constant. Elles sont capables de se différencier en précurseurs myéloïdes et 

lymphoïdes qui sont à l’origine de toutes les cellules hématopoïétiques (globules rouges, 

plaquettes, polynucléaires, macrophages et lymphocytes). La capacité d’auto-renouvellement 

des CSH permet à partir d’un stock limité de cellules d’assurer l’hématopoïèse d’un individu 

pendant toute sa vie. Ainsi, dans les conditions physiologiques, l’homéostasie du tissu 

sanguin est assurée. 
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b. Caractérisation 

Les CSH ne sont pas identifiables morphologiquement. Néanmoins, elles se 

définissent par un certain nombre de marqueurs de surface (Wognum et al., 2003; Shizuru et 

al., 2005) (Tableau 1). 

Tableau 1: Marqueurs exprimés à la surface des CSH.  
(- : fonction mal connue ; CD : Cluster de Différenciation ; MEC : Matrice Extra Cellulaire) 

 
Marqueurs exprimés à la surface des CSH 

 

 
Nature/Fonctions 

 
CD34 

 
Glycoprotéine/Adhérence et migration 

 
 

CD133 ou AC133 
 

 
Glycoprotéine/- 

 
CD90 ou Thy-1 

 

 
Glycoprotéine/Adhérence et migration 

 
CD117 ou c-kit 

 

 
Protéine/récepteur cytokines (SCF : Stem Cell Factor) 

 
 

CXCR4 
 

 
Protéine/récepteur cytokines (SDF-1 : Stroma-derived 

factor-1) 
 

 
VLA (-4 et -5) 

 

 
Protéine/intégrines (adhérence aux protéines de la 

MEC) 
 

 
 

Les CSH se définissent également par l’absence de différents marqueurs de 

surface tels que CD38, CD10, CD14, CD15, etc.  

Ces marqueurs phénotypiques sont indispensables pour identifier et purifier 

une population de CSH dite « CD34+ ». Des anticorps monoclonaux dirigés contre ces 

marqueurs ont été développés afin d’effectuer un tri cellulaire à grande échelle et d’obtenir 

une population cellulaire la plus pure possible. Cette purification s’inscrit dans le but 

d’utiliser ces CSH comme produit de thérapie cellulaire. 

Outre leur caractérisation phénotypique, les CSH peuvent être caractérisées 

par certains paramètres : 
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 Elles sont multipotentes et donc, capables de se différencier en précurseurs 

myéloïdes et lymphoïdes qui sont à l’origine de toutes les cellules sanguines. 

 Elles sont transplantables, c’est-à-dire qu’elles ont la capacité de reconstituer à long 

terme l’ensemble du système hématopoïétique d’un individu greffé. 

 Elles peuvent être amplifiées de façon limitée en culture in vitro et en présence de 

facteurs de croissance hématopoïétiques (intérêt majeur dans les greffes). 

 L’auto-renouvellement des CSH in vivo et in vitro est limité dans le temps. Au cours 

des divisions cellulaires, les télomères se raccourcissent conduisant les cellules 

sénescentes vers l’apoptose. Pour cette raison et contrairement aux CSE, il est 

impossible de créer des lignées de CSH. 

 In vivo, la majorité des CSH sont dans un état de quiescence, en phase G0 du cycle 

cellulaire (Berardi et al., 1995). 

 Les CSH sont très sensibles à diverses cytokines intervenant dans la prolifération, la 

différenciation, la migration et l’adhérence cellulaire (Barbosa et al., 2011). 

c. Localisation et domiciliation des CSH chez l’adulte 

Chez l’adulte, l’hématopoïèse se déroule au niveau de la moelle osseuse et 

c’est à ce niveau que naturellement les CSH constituent une véritable niche hématopoïétique. 

Ce microenvironnement médullaire (Figure 3) apporte aux CSH : 

 les facteurs de communication intercellulaire permettant d’attirer ces dernières vers 

cet environnement (chimiokines) : phénomène de Homing. 

 

 Les molécules d’adhésion permettant l’adhésion des CSH à cet environnement. 

 

 Les facteurs de croissance hématopoïétiques (FCH) qui assurent la survie, la 

prolifération et la différenciation des CSH. 

 

Les chimiokines sont des protéines induisant la mobilité cellulaire. Si une 

cellule exprime à sa surface un récepteur pour une chimiokine, elle est alors capable de migrer 

dans le sens du gradient le plus élevé de cette chimiokine. Ces molécules jouent un rôle 

déterminant dans la localisation tissulaire (phénomène de « homing »). Les CSH expriment un 
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récepteur à chimiokine (CXCR4) et sont donc attirées dans la moelle osseuse par SDF-1, 

chimiokine produite par les cellules stromales médullaires (Peled et al., 1999). Ainsi, la 

localisation des CSH dans la moelle osseuse nécessite une attraction permanente de ces 

dernières par la chimiokine SDF-1. Une fois les CSH attirées dans la niche hématopoïétique, 

elles adhèrent aux cellules stromales ainsi qu’aux protéines de la matrice extracellulaire 

(MEC) (fibronectine, laminine, etc.) grâce à des molécules d’adhésion (N-cadhérine, 

intégrines : VLA-4, VLA-5, etc.) (Gigant et al., 2001) (Figure 3). Enfin, pour survivre, 

proliférer et se différencier vers une lignée cellulaire donnée, les CSH doivent être stimulées 

par des FCH. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 3: La CSH dans le microenvironnement médullaire (niche hématopoïétique). 
 (Fn : fibronectine) 

d. Différentes sources de CSH 

c.1. Sources adultes 

La moelle osseuse : au sein de la moelle osseuse, les CSH cohabitent 

étroitement avec des cellules stromales qui constituent le tissu de soutien de l’hématopoïèse 

(Dazzi et al., 2006). Depuis plusieurs dizaines d’années, des études sur ces cellules stromales 

ont également montré leur propriété de cellules souches multipotentes. Au niveau médullaire, 

les CSH représentent entre 0,5 et 1% des cellules mononucléées (Wognum et al., 2003). Il est 

donc nécessaire, lors du prélèvement de moelle, de pouvoir faire un tri cellulaire afin 

d’obtenir une population dite « CD34+ » la plus pure possible. La moelle osseuse reste encore 

une source importante de CSH pour les greffes allogéniques. 

Cellules 
stromales 
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Le sang périphérique : dans les conditions physiologiques, le sang 

périphérique n’est pas une source de CSH, moins de 0,1% des cellules du sang périphérique 

expriment le marqueur CD34. Grâce à certains facteurs de croissance (G-CSF : Granulocyte-

Colony Stimulating Factor, par exemple), il est possible de mobiliser les CSH de la moelle 

osseuse vers le sang périphérique. Les CSH, une fois dans le sang périphérique, deviennent 

alors beaucoup plus accessibles et constituent aujourd’hui, la source principale des CSH en 

vue de leur utilisation dans les greffes autologues.     

c.2. Source fœtale 

Le sang de cordon ombilical : les CSH peuvent également être d’origine 

fœtale puisqu’en effet, elles ont été identifiées au niveau du sang de cordon ombilical ou sang 

placentaire (Weissman and Shizuru, 2008). Cette source cellulaire présente de nombreux 

avantages dans la constitution de greffons allogéniques. En effet, l’immaturité du système 

immunitaire du tissu fœtal, confère aux CSH une plus faible immunogénicité (Wu et al., 

1999). Ces dernières années, l’utilisation du sang placentaire, comme source de greffons de 

CSH allogéniques, a connu un essor important, notamment du fait de l’utilisation des doubles 

greffes d’unités de sang placentaire. 

2. Les cellules stromales/souches mésenchymateuses 

a. Définition et identification  

Les CSM se définissent comme des cellules stromales/souches 

multipotentes capables d’auto-renouvellement (certes limité dans le temps) et de 

différenciation vers différents types cellulaires spécialisés (d’origine mésodermique). Ainsi, 

les CSM participent activement à l’homéostasie et donc à la régénération des tissus d’origine 

mésenchymateuse de l’organisme. Résidant dans de nombreux tissus, les sources disponibles 

de CSM sont multiples et incluent à la fois les tissus adultes et les tissus fœtaux. 

Les CSM ont été identifiées et isolées pour la première fois à partir de la 

moelle osseuse par l’équipe de A. Friedenstein. En cultivant des cellules stromales de moelle 

osseuse, l’apparition de colonies de cellules de type fibroblastique ou Fibroblasts Colony-

Forming Unit (CFU-F, figure 4), adhérentes au plastique et pouvant se différencier en 

ostéoblastes a été observée (Friedenstein et al., 1976). Par la suite, d’autres équipes ont 

montré la capacité de ces cellules à se différencier, in vitro, vers d’autres cellules d’origine 

mésodermique : chondrocytes, adipocytes, myoblastes (Pittenger et al., 1999; Colter et al., 
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2001). En 1991, le terme de « cellules souches mésenchymateuses » est introduit par A. 

Caplan. (Caplan, 1991). 

 

 

 

 

 

 
Figure 4: Culture de cellules souches mésenchymateuses humaines issues de la moelle 
osseuse.  
(a) Fibroblasts Colony-Forming Unit (CFU-F) après coloration au Giemsa. (b) Morphologie 
des CSM à confluence (X40) (Photographies d’après (Roux et al., 2011) 
 

b. Localisation, environnement et sources des CSM 

In vivo, dans l’organisme, au niveau des différents tissus, les cellules 

souches sont hébergées au sein de structures particulières : les niches. Ces niches représentent 

un environnement stable pour les cellules souches. Elles sont responsables du maintien de 

l'homéostasie tissulaire, c'est-à-dire, de l'équilibre entre les différents types de cellules qui 

composent un tissu. Ces niches sont constituées de cellules, d’une matrice extracellulaire, de 

chimiokines, de cytokines, de molécules d’adhésion et de facteurs de croissance, formant ainsi 

un véritable microenvironnement. Ce dernier possède la capacité d’héberger indéfiniment les 

cellules souches, d’assurer leur auto-renouvellement et leur différenciation (Ma et al., 2009). 

La pression partielle en oxygène au sein de ces niches joue un rôle déterminant sur le 

maintien des propriétés des cellules souches. Au niveau de la niche médullaire des CSM par 

exemple, de faibles pressions en oxygène ont été mesurées (entre 1 et 6% d’O2). Cet 

environnement hypoxique permet de maintenir l’état indifférencié des cellules et donc leur 

caractère « souche » (Mohyeldin et al., 2010).  

b.1. Sources adultes 

La moelle osseuse : c’est au niveau de la moelle osseuse que les CSM 

ont été identifiées pour la première fois (Friedenstein et al., 1976). Elles représentent 

approximativement entre 0,001% et 0,01% des cellules mononucléées médullaires (Pittenger 

et al., 1999). Malgré leur faible densité, la source médullaire reste la source de CSM la plus 

a b 
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utilisée aujourd’hui. En effet, leur isolement et leur prolifération in vitro sont relativement 

aisés. Cependant, le prélèvement de moelle osseuse reste un geste invasif et douloureux pour 

le donneur. De plus, des études ont montré que leurs capacités de prolifération et de 

différenciation diminuent avec l’âge du donneur (Fossett et al., 2012; Zaim et al., 2012). 

Par la suite, les CSM ont été isolées à partir du tissu adipeux (Fraser et 

al., 2006), du sang périphérique (Cao and Dong, 2005), du poumon (Griffiths et al., 2005), du 

cœur (Beltrami et al., 2003), de la membrane synoviale, de l’os trabéculaire, du périoste, du 

muscle squelettique ou encore de la pulpe dentaire (Chen et al., 2008; Rastegar et al., 2010). 

Plus récemment, des auteurs ont mis en évidence la présence de CSM dans le sang menstruel 

(Rossignoli et al., 2013). 

b.2. Sources fœtales 

Le cordon ombilical : deux régions du cordon ombilical ont montré la 

présence de CSM : le sang de cordon (sang contenu dans la veine ombilicale) (Bieback et al., 

2004) et surtout la gelée de Wharton (tissu conjonctif entourant les vaisseaux ombilicaux) 

(Wang et al., 2004). Cette dernière source sera détaillée de façon précise dans un chapitre 

dédié. Les prélèvements de sang de cordon sont pauvres en CSM, le taux d’isolement est 

faible et la capacité de prolifération des CSM est inférieure à celle des CSM de la gelée de 

Wharton (Zeddou et al., 2010; Secunda et al., 2014). Ce sont les raisons pour lesquelles, le 

sang de cordon sera plutôt destiné à l’isolement des CSH allogéniques et la gelée de Wharton 

à l’isolement des CSM. 

Des CSM ont également pu être isolées à partir du placenta (In 't Anker 

et al., 2004), du liquide amniotique (In 't Anker et al., 2003) ou encore de la membrane 

amniotique (Wolbank et al., 2010). 

Ces CSM d’origine fœtale présentent un certain nombre d’avantages 

par rapport aux CSM adultes. Leur prélèvement est simple, sans geste invasif, sûr et indolore 

pour la mère et l’enfant. Les CSM sont relativement faciles à isoler et possèdent un fort 

pouvoir d’expansion in vitro, permettant ainsi d’obtenir des lots de cellules en quantité 

suffisante pour de potentielles utilisations thérapeutiques. En comparaison avec les CSM 

adultes, des études montrent que les CSM d’origine fœtale possèdent des capacités de 

prolifération et de différenciation augmentées ainsi qu’une durée de vie supérieure (Hass et 

al., 2011). 
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c. Caractérisation 

Dans un souci d’harmonisation, le comité de l’ISCT (International Society 

for Cellular Therapy) a proposé des standards de caractérisation des CSM (Dominici et al., 

2006), établissant des critères minimums de définition : 

 L’adhérence cellulaire au plastique dans des conditions de culture in vitro. 

 

 L’expression de certains marqueurs de surface tels que CD73, CD90, CD105 

(Tableau 2) et l’absence d’expression des marqueurs CD34, CD45, CD14 ou 

CD11B, CD79A ou CD19 et HLA-DR (>95% des cellules en culture). 

 

 La capacité de différenciation en ostéoblastes, adipocytes et chondrocytes (cellules 

d’origine mésodermique) 

 

Tableau 2: Nature et fonctions des principaux marqueurs exprimés à la surface des 
CSM.  
(CD : Cluster de Différenciation ; AMP : Adénosine Mono Phosphate ; TGF : Transforming 
Growth Factor) 
 

 
Marqueurs exprimés à la surface des 

CSM 
 

 
Nature/Fonctions 

 
 
 

CD73 

 
Protéine : Ecto-5’-nucléotidase/ 

Hydrolyse de l’AMP 
Intervient dans la régulation de la différenciation ostéo-

/chondrocytaire des CSM 
 (Ode et al., 2013) 

 
 

CD90 
(Thy-1) 

 

 
Glycoprotéine/Adhérence et migration 

(fonction encore mal connue) 

 
CD105 

(Endoglin) 
 

 
Glycoprotéine/ 

Récepteur au TGF-β III 
(Pontikoglou et al., 2011) 
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Des critères supplémentaires peuvent venir compléter ceux cités ci-dessus afin de 

réaliser une caractérisation fine de ces CSM : 

 

 Un fort potentiel d’amplification en culture in vitro. Cependant, cet auto-

renouvellement des CSM est limité (sénescence cellulaire). Après un certain temps 

de culture, le taux de prolifération et la capacité de différenciation des cellules 

diminuent (Banfi et al., 2000). 

 

 Un potentiel clonogénique, c’est-à-dire la capacité de former des clones de cellules 

en culture in vitro (CFU-F) (Figure 4). 

 

 Ex vivo, grâce à la sécrétion de cytokines spécifiques, les CSM  possèdent la 

capacité de former un support stromal (ou couche nourricière) qui favorise 

l’amplification des progéniteurs hématopoïétiques (Majumdar et al., 2000). 

 

 L’expression d’un panel d’antigènes de surface détectés par la technique de 

cytométrie en flux (Pittenger and Martin, 2004; Chamberlain et al., 2007; 

Pontikoglou et al., 2011) (Tableau 3). L’expression des marqueurs de surface peut 

légèrement varier d’une source de CSM à une autre (Baksh et al., 2007). 

Tableau 3: Antigènes exprimés ou non à la surface des CSM humaines.  
L’expression des marqueurs de surface est différente d’une espèce à une autre. Le niveau 
d’expression de SSEA-3,-4 reste très faible par rapport à celui des cellules embryonnaires 
(Gang et al., 2007). (CD : Cluster de Différenciation ; GD : Ganglioside ; TGFR : Récepteur 
au Transforming Growth Factor ; SSEA : Stage Specific Embryonic Antigen ; HLA : Human 
Leucocyte Antigen)  

Antigènes exprimés à la surface des CSM 
humaines 

Antigènes non exprimés à la surface des CSM 
humaines 

 
CD73, CD90, CD105, CD13, CD29, CD44, 

CD49a,b,c,e, CD51, CD54, CD58, CD71, Stro-1, 
GD2, CD102, CD106, CD119, CD120, CD123, 

CD124, CD126, CD127, CD140b, CD146, CD164, 
CD166, CD200, TGFb1R, TGFbIIR, HLA-A, B, 

C, SSEA-3, SSEA-4 
 

 
CD34, CD45, CD14, HLA-DR, CD3, CD4, CD6, 
CD9, CD10, CD11, CD15, CD18, CD21, CD25, 

CD31, CD36, CD38, CD40, CD49, CD50, CD56, 
CD62, CD80, CD86, CD95, CD117, CD133, SSEA-

1, c-kit 

 

 La capacité à se différencier in vitro en cellules d’origine non mésodermique. Des 

études ont montré des possibilités de différenciation en neurones ou en 

cardiomyocytes (Sanchez-Ramos et al., 2000; Planat-Benard et al., 2004). 
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Cependant, cette notion est largement controversée par certains auteurs. Ces derniers 

expliquent qu’il reste difficile d’affirmer que les CSM soient capables d’engendrer 

des types cellulaires n’appartenant pas au mésoderme (Phinney and Prockop, 2007). 

 

 Une capacité de trans-différenciation in vitro, c’est-à-dire la possibilité pour une 

cellule souche, partiellement ou totalement différenciée, de se transformer en un 

autre type cellulaire. Des ostéoblastes obtenus après différenciation de CSM de 

moelle osseuse ont été capables de trans-différenciation en adipocytes et en 

chondrocytes (Song and Tuan, 2004). Longtemps mal élucidé, ce phénomène de 

trans-différenciation serait dû à une dédifférenciation de la cellule mature en une 

cellule de nouveau capable de différenciation (Ullah et al., 2013) (Figure 5). In 

vivo, le phénomène de trans-différenciation reste encore très controversé (Uccelli et 

al., 2008). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: La capacité de trans-différenciation des CSM.  
Cette figure montre la capacité de différenciation des CSM en cellules d’origine 
mésodermique (flèches noires). Elle représente également la potentialité pour une CSM, 
partiellement ou totalement différenciée, de se transformer en un autre type cellulaire in vitro 
(flèches rouges). Cette trans-différenciation serait due à une dédifférenciation de la cellule 
mature en une cellule de nouveau capable de différenciation (flèche verte).   

 

 Une majorité de cellules (90%) à l’état de quiescence (phase G0/G1 du cycle 

cellulaire) au niveau de leur niche tissulaire. Les CSM ne s’activent, c’est-à-dire 

prolifèrent et se différencient, qu’en cas d’atteintes tissulaires. 
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 Une forte activité paracrine caractérisée par la sécrétion de nombreux facteurs 

trophiques anti-apoptotiques, anti-fibrotiques, pro-angiogéniques, etc. qui favorisent 

les mécanismes de réparation tissulaire (Maumus et al., 2013). Cette activité 

paracrine est médiée à la fois par la synthèse et la sécrétion de nombreux facteurs 

solubles que sont les cytokines et les facteurs de croissance (Yoon et al., 2013) mais 

également via la sécrétion de vésicules extra-cellulaires. Ces vésicules extra-

cellulaires sont représentées essentiellement par les exosomes et les micro-vésicules 

qui permettent la communication inter-cellulaire et participent également à la 

régénération tissulaire (Maumus et al., 2013). Les vésicules extra-cellulaires sont 

composées d’une bicouche phospholipidique, peuvent être de différentes tailles et 

transporter diverses molécules telles que des protéines, des ARN messagers, des 

microARN ou encore des lipides. Les exosomes sont caractérisés par leur taille 

(entre 30 et 120 nm) et l’expression de protéines, d’une part communes à tous les 

exosomes (CD9, CD63, CD81, Alix, Tsg101, etc.), et d’autre part spécifiques des 

cellules dont ils sont issus. Ainsi, les exosomes sécrétés par les CSM, expriment à 

leur surface des marqueurs caractéristiques tels que CD29, CD44, CD73 ou CD105 

(Yu et al., 2014). Plusieurs études ont montré que le sécrétome des CSM semble 

posséder les mêmes effets bénéfiques, en termes de réparation tissulaire, que les 

cellules dont il provient (Baglio et al., 2012). 

 

 L’expression à la surface des CSM de récepteurs à chiomiokines, de molécules 

d’adhésion de la famille des intégrines, des immunoglobulines, des 

métalloprotéinases, qui interviennent dans la mobilité cellulaire et donc, dans les 

phénomènes de « homing » (Karp and Leng Teo, 2009). Ce mécanisme conduit à 

l’attraction des CSM de la moelle osseuse vers les sites lésés de l’organisme 

(Rastegar et al., 2010). Lors d’un stress tissulaire (ischémie, inflammation, etc.), les 

différents signaux de danger qui sont libérés semblent influencer le recrutement des 

CSM. 

 

 L’absence d’activité télomérase détectable dans les CSM de moelle osseuse 

cultivées in vitro (Zimmermann et al., 2003). Cependant, plus récemment, une étude 

a montré que, contrairement aux cellules somatiques (fibroblastes) dans lesquelles 

aucune activité télomérase n’est détectée, une faible activité est observée au sein des 

CSM (Jeon et al., 2011). D’une façon générale, le maintien de la longueur des 



 Etat de l’art 
 

33 
 

télomères est assuré au sein de la cellule par une télomérase active. Cette activité est 

étroitement liée à la capacité proliférative des cellules (Blagoev, 2009). Elle est ainsi 

présente dans les cellules à fort potentiel prolifératif telles que les cellules 

cancéreuses ou les CSE. Au cours des divisions des CSM, la longueur des télomères 

diminue, conduisant inéluctablement au vieillissement cellulaire. 

d. Effet immunomodulateur des CSM 

Les effets immunomodulateurs des CSM ont été aussi bien démontrés in 

vitro qu’in vivo. Les CSM possèdent des propriétés immunosuppressives très vastes liées à la 

fois aux contacts cellules-cellules ainsi qu’à la production de facteurs solubles inductibles qui 

inhibent l’activation des principaux effecteurs de l’immunité. Depuis quelques années, un 

certain nombre d’études commence à élucider les mécanismes d’action intervenant dans 

l’interaction des CSM avec les différents effecteurs de l’immunité adaptative et innée. 

Les effets des CSM sur les cellules de l’immunité adaptative sont 

nombreux. Les CSM ont la capacité de protéger les lymphocytes T (Tαβ) de l’apoptose tout 

en inhibant leur activation et leur prolifération en réponse à de nombreux stimuli (Benvenuto 

et al., 2007). De nombreuses molécules solubles interviennent dans cet effet : les 

prostaglandines E2 (PGE2), les molécules HLA-G solubles (sHLA-G), les cytokines 

immunosuppressives comme l’interleukine-10 (IL-10) et le transforming growth factor-β 

(TGF-β), etc. Les CSM favorisent la différenciation des lymphocytes Tαβ en lymphocytes 

régulateurs (Treg). De plus, les CSM semblent freiner la différenciation terminale des 

lymphocytes B en cellules matures productrices d’anticorps (Rafei et al., 2008). Enfin, les 

CSM inhibent la différenciation des monocytes en cellules dendritiques ainsi que la 

maturation de ces dernières de façon dépendante des PGE2, de l’IL-6 et de l’IL-10 (Nauta et 

al., 2006). Les cellules dendritiques produisent moins d’IL-12 (cytokine pro-inflammatoire) et 

ainsi, leur capacité à activer les lymphocytes T est diminuée (Figure 6) (Menard and Tarte, 

2011). 
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Figure 6: Effets des CSM sur les cellules de l'immunité adaptative.  
Les CSM permettent la survie des lymphocytes Tαβ tout en inhibant leur prolifération et leur 
synthèse d’IFN-γ via la production d’une combinaison de facteurs solubles et membranaires 
dont la plupart sont induits par l’IFN-γ et le TNF-α produits par les lymphocytes T activés. 
Elles favorisent également la différenciation des lymphocytes Tαβ en lymphocytes T 
régulateurs (Treg) via la synthèse de TGF-β et de HLA-G soluble. Par ailleurs, en l’absence 
de facteurs inflammatoires, les CSM permettent la survie et la prolifération des lymphocytes 
B par la production des facteurs de croissance IL-6 et IL-10, tout en inhibant leur 
différenciation terminale en plasmocytes producteurs d’anticorps via des mécanismes mal 
identifiés. Enfin, les CSM inhibent la différenciation des monocytes en cellules dendritiques 
(CD)  immatures et la maturation de ces dernières de façon dépendante des PGE2, de l’IL-6 
et de l’IL-10. (CDi : cellule dendritique immature ; CDm : cellule dendritique mature ; IDO : 
indoleamine 2,3-dioxygénase = enzyme immunosuppressive ; IFN-γ : interféron-γ ; TNF-α : 
tumor necrosis factor-α) (d’après Ménard and Tarte, 2011). 

 

Les cellules de l’immunité innée sont également des cibles potentielles du 

pouvoir d’immunomodulation des CSM. Ces dernières ont été décrites comme inhibant la 

prolifération et la cytotoxicité des cellules natural killer (NK) en réduisant leur production 

d’IFN-γ en réponse à l’action concertée de plusieurs facteurs solubles (Aggarwal and 

Pittenger, 2005). Les capacités de prolifération, de cytotoxicité et de sécrétion d’IFN-γ des 

lymphocytes Tγδ sont également inhibées par les PGE2 produites par les CSM (Martinet et 

al., 2009). L’action des CSM sur les macrophages est encore mal connue. Par l’intermédiaire 
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des PGE2, les CSM inhiberaient la production d’IL-12 et de TNF-α (cytokines pro-

inflammatoires) et augmenteraient la sécrétion d’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire) des 

macrophages (Kim and Hematti, 2009). Enfin, alors que la survie des polynucléaires 

neutrophiles est augmentée par les CSM, ces dernières inhibent la migration et le « burst » 

oxydatif de ces polynucléaires via la synthèse respectivement d’IL-6 et de TSG-6 (TNF-

stimulated gene 6 protein = protéine anti-inflammatoire) (Menard and Tarte, 2011) (Figure 

7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figure 7: Effets des CSM sur les cellules de l'immunité innée.  
Les CSM inhibent la prolifération, la cytotoxicité et la synthèse d’IFN-γ par les lymphocytes 
Tγδ et les cellules NK qui produisent l’IFN-γ et le TNF-α indispensables à l’induction de ce 
phénotype inhibiteur. Par ailleurs, les CSM modifient le profil d’activation des macrophages 
qui produisent moins de cytokines pro-inflammatoires et plus d’IL-10 en réponse aux PGE2. 
Enfin, alors que la survie des polynucléaires neutrophiles est augmentée par les CSM, ces 
dernières inhibent la migration et le burst oxydatif de ces polynucléaires via la synthèse 
respectivement d’IL-6 et de TSG-6 (TNF-stimulated gene 6 protein) (d’après Ménard et Tarte, 
2011).  
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Plus récemment, des travaux ont mis en évidence un rôle essentiel des 

CSM dans la détection et la régulation de l’inflammation. Ces cellules sont capables d’adopter 

un phénotype pro-inflammatoire (MSC1) ou anti-inflammatoire (MSC2) en fonction de 

l’environnement dans lequel elles se trouvent et en interférant avec les réponses immunitaires 

innées ou acquises (Bernardo and Fibbe, 2013). Cette polarisation des CSM est possible grâce 

à la stimulation des récepteurs TLR (Toll-like receptor) présents à la surface de ces dernières 

(Waterman et al., 2010). Ces récepteurs sont activés par des molécules associées aux agents 

pathogènes, tels que le lipopolysaccharide (TLR4) ou des ARN viraux (TLR3) (Keating, 

2012). Au cours de la phase précoce de l’inflammation, les CSM adoptent un profil pro-

inflammatoire MSC1, via la stimulation des TLR4 et la sécrétion de chimiokines, permettant 

ainsi la stimulation du système immunitaire, et notamment l’activation des lymphocytes T. 

Les CSM se retrouvent alors exposées à un environnement riche en cytokines pro-

inflammatoires, telles que IFN-γ et TNF-α. A partir d’un certain niveau d’exposition à ces 

dernières, les CSM changent de phénotype et adoptent un profil anti-inflammatoire (MSC2) 

en sécrétant des molécules immuno-suppressives telles que IDO, PGE2, etc. qui favorisent 

l’émergence des lymphocytes régulateurs. De façon analogue, les CSM sont capables 

d’influencer la polarisation des monocytes vers des macrophages pro-inflammatoires (M1) ou 

anti-inflammatoires (M2) (Bernardo and Fibbe, 2013). Ainsi, cette balance entre effets pro- et 

anti-inflammatoires, modulée en partie par les CSM, permet de maintenir un équilibre entre la 

défense de l’organisme et l’homéostasie tissulaire. 

In vivo, les propriétés immunosuppressives des CSM ont également été 

prouvées. En effet, des CSM allogéniques injectées chez le primate prolongent la survie d’un 

greffon de peau allogénique (Bartholomew et al., 2002). Dans un modèle murin de lupus 

érythémateux disséminé, l’injection de CSM a amélioré la maladie en inhibant les 

lymphocytes T et B autoréactifs (Deng et al., 2005). Enfin, certaines études ont montré 

l’intérêt des CSM en immunothérapie. Chez l’animal, l’administration de CSM induit la 

tolérance d’organes lors d’allogreffes et montre un rôle bénéfique comme traitement préventif 

de la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) (Tisato et al., 2007). Chez l’homme, 

l’injection de CSM dans le traitement de la GVHD, de haut grade cortico-résistante, a montré 

des résultats très encourageants et a apporté la preuve de l’efficacité clinique de ces cellules 

en matière d’immunosuppression. La GVHD est une complication fréquente et très sévère de 

l’allogreffe de CSH. Elle se caractérise par une destruction des tissus du receveur reconnus 

comme étrangers par les effecteurs immuns présents dans le greffon. La principale étude 
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publiée à ce jour chez 55 patients atteints de GVHD sévère cortico-résistante et traités par une 

ou plusieurs injections de CSM fait état d’un taux exceptionnel de réponses complètes 

atteignant 43 % chez l’adulte et 68 % chez l’enfant. Le taux de survie à 2 ans atteignait même 

52 % contre à peine 10 % attendus avec les autres thérapeutiques disponibles (Le Blanc et al., 

2008). Plus récemment, ces résultats ont été étendus à une cohorte de 37 patients pédiatriques 

et ont également montré l’efficacité de plusieurs injections de CSM dans le traitement de la 

GVHD aiguë cortico-résistante (Ball et al., 2013). 

La faible immunogénicité caractérise également les CSM. En effet, ces 

dernières n’expriment pas les antigènes HLA de classe II (comme HLA-DR, par exemple), ni 

les molécules de co-stimulation, telles que CD40, CD80 et CD86, qui induisent en situation 

allogénique, l’activation et la survie des lymphocytes T allo-réactifs. 

Ces propriétés immunomodulatrices des CSM offrent des perspectives 

intéressantes quant à leur utilisation en situation allogénique et dans les pathologies auto-

immunes. 

e. Comportement en culture in vitro 

Les CSM possèdent un fort pouvoir d’expansion in vitro, certes limité dans 

le temps, mais permettant d’obtenir des cellules en quantité suffisante pour des utilisations 

thérapeutiques. La littérature scientifique a connu ces dernières années, l’émergence de 

données suggérant la possibilité d’une transformation maligne des CSM lors de culture in 

vitro à long terme (Rosland et al., 2009). Cependant, cette même équipe a montré, peu de 

temps après, que cette potentielle transformation des CSM  est en fait due à une 

contamination croisée par des lignées de cellules cancéreuses (Torsvik et al., 2010). Certaines 

équipes ont également démontré la présence d’anomalies génétiques dans les CSM en culture. 

Ces anomalies, en particulier des aneuploïdies, ont été observées sans qu’il n’y ait pour autant 

des transformations cellulaires in vitro ni de formations tumorales in vivo (Tarte et al., 2010; 

Sensebe et al., 2012). 

f. Effet de l’hypoxie sur la culture in vitro des CSM 

Au sein de la niche médullaire, le microenvironnement physiologique des 

CSM est pauvre en O2 (hypoxique), avec une pression en oxygène comprise entre 1 et 6% 

(Mohyeldin et al., 2010). Afin de se rapprocher au mieux des conditions physiologiques et de 

tenter d’améliorer les propriétés des CSM, l’hypoxie a été incorporée dans les systèmes de 
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culture cellulaire in vitro. Plusieurs études mettent en évidence un bénéfice significatif en 

terme de prolifération et une inhibition de la sénescence des CSM quand ces dernières sont 

soumises à un environnement hypoxique (Tsai et al., 2011). 

Lors d’une exposition à des conditions d’hypoxie, la réponse de la cellule 

est régulée par l’activation d’une protéine hétérodimérique HIF-1 (Hypoxia Inducible Factor-

1) formée d’une chaîne alpha et d’une chaîne béta. Cette protéine joue le rôle de facteur de 

transcription et régule l’expression de plus de 200 gènes intervenant dans l’érythropoïèse, 

l’apoptose, la prolifération, la différenciation ou encore l’expression de VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor) et l’angiogénèse (Forristal et al., 2010; Tsai et al., 2011). HIF-1 

alpha est présent uniquement en situation d’hypoxie. Lors d’un retour aux conditions de 

normoxie, les protéines HIF-1 alpha se trouvant dans le noyau sont dégradées par le 

protéasome nucléaire. 

De nombreuses études ont montré des effets significatifs de l’hypoxie sur 

les propriétés des CSM de la moelle osseuse (CSM-MO), notamment sur leur prolifération et 

leurs capacités de différenciation (Tableau 4). 
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Tableau 4 : Effets de l’hypoxie sur les propriétés des CSM. 
L’effet sur l’ostéogénèse reste controversé. 
(CFU-F : Fibroblasts Colony-Forming Unit) 

 
Propriétés 

 

Effet de l’hypoxie   
(par rapport à la normoxie) Références 

 
Prolifération 

 
Augmentation (Grayson et al., 2007) 

 
Capacités clonogéniques 

 

Augmentation 
Nombre et taille des CFU-F (Basciano et al., 2011) 

 
Chondrogénèse 

 
Augmentation (Robins et al., 2005) 

(Markway et al., 2010) 

 
Ostéogénèse 

 

 
Diminution 

 
 

Augmentation 
 

 

 
(Potier et al., 2007) 
(Fehrer et al., 2007) 

 
(Hung et al., 2012) 

(Wagegg et al., 2012) 

 
Adipogénèse 

 

 
Diminution 

 

 
(Hung et al., 2012) 

(Wagegg et al., 2012) 
 

 
Senescence 

Longueur des télomères 
Activité télomérase 

 

 
Inhibition 
Maintien 
Induction 

 

(Tsai et al., 2011) 

 
Expression de facteurs de 

pluripotence 
 

Induction Oct-4, Nanog (Hung et al., 2012) 

 
 

D’autres travaux montrent que l’amplification de CSM-MO en hypoxie 

améliore leur capacité de différenciation chondrogénique (Adesida et al., 2012). Des auteurs 

mettent également en évidence le fait que l’amplification de CSM du tissu adipeux en hypoxie 

améliore leur potentiel ostéogénique et adipogénique (Valorani et al., 2012). 
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D. Les cellules souches unipotentes 
 

1. Définition 

Les cellules souches unipotentes possèdent une capacité d’auto-renouvellement 

et de différenciation vers un seul type de cellule spécialisée. Ainsi, elles permettent le 

renouvellement permanent du tissu dans lequel elles se trouvent. Elles se localisent dans les 

tissus adultes au niveau du foie, des gonades, des muscles et dans certains épithéliums de la 

muqueuse intestinale, de la cornée, de la peau et du follicule pileux. La connaissance de ces 

CS unipotentes est moins développée que celle des CS décrites précédemment. En effet, du 

fait de leur potentiel de différenciation extrêmement limité ainsi que leur relative difficulté à 

être isolées, d’autres sources de CS ont été envisagées.  

2. Les cellules souches épithéliales 

L’homéostasie du tissu épithélial est maintenue grâce à la présence de cellules 

souches capables de se diviser à l’identique et de se spécialiser vers des cellules de leur tissu 

d’origine. Ces cellules souches épithéliales sont capables de remplacer les cellules lésées suite 

à une altération tissulaire. Elles se localisent au niveau de la muqueuse intestinale, du follicule 

pileux, de la peau, de la cornée ou encore des glandes sébacées (Blanpain et al., 2007). 

L’épithélium de l’intestin est complètement renouvelé environ tous les cinq jours alors qu’au 

contraire, celui du follicule pileux est renouvelé toutes les quatre semaines. 

L’équipe du Professeur Yann Barrandon a démontré, il y a quelques années, la 

présence de cellules souches au niveau des follicules pileux de mammifères. Ces cellules sont 

capables de proliférer aisément en culture in vitro. A partir d’une seule de ces cellules, 

prélevée dans une vibrisse de rat, d’innombrables descendantes ont été obtenues, capables, 

une fois transplantées sous l’épiderme d’un fœtus de souris, de participer à la constitution, 

puis au fonctionnement normal de milliers de follicules pileux (Oshima et al., 2001). Nichées 

dans une zone précise du follicule appelée le renflement, elles sont capables de migrer vers la 

surface pour constituer les glandes sébacées, ou vers le bas pour former la papille du poil. En 

outre, ces cellules souches sont capables de quitter leur niche lorsque l’épiderme environnant 

est lésé pour participer à sa cicatrisation. De ce fait, la frontière entre unipotence et 

multipotence est parfois difficile à définir pour ces CS du follicule pileux.  

Les cellules souches épidermiques sont situées dans la couche la plus profonde 

de l’épiderme, au niveau de la couche basale. Elles permettent un renouvellement permanent 
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de la population kératinocytaire. Ces cellules souches de la peau ont pu être isolées in vitro à 

partir de cultures de kératynocytes. Une fois isolées, ces cellules ont montré un fort pouvoir 

de prolifération et une capacité à synthétiser un épiderme in vitro (Zouboulis et al., 2008).  

Ces cellules ont ainsi été utilisées à des fins de réparation épidermique et ont transformé le 

pronostic des grands brûlés. Elles permettent également d’étudier le vieillissement de la peau 

in vitro constituant ainsi, un modèle cellulaire intéressant pour l’industrie dermatologique. De 

plus, elles constituent un modèle d’essai attrayant pour des substances pharmaceutiques ou 

cosmétiques. 

E. Les cellules souches cancéreuses 
 

Initialement identifiées dans les leucémies puis décrites dans de nombreux types de 

cancers solides, les cellules souches cancéreuses (CSC) sont à l’origine de l’hétérogénéité et 

de l’organisation hiérarchique des tumeurs malignes. Les CSC ont été mises en évidence 

après xénogreffe de sous-populations cellulaires (CD34+/CD24-) issues d’une tumeur humaine 

(cancer du sein) injectées à une souris immunodéprimée. Une fois réimplantée chez l’animal, 

cette sous-population cellulaire est capable de recréer une nouvelle tumeur hétérogène (Al-

Hajj et al., 2003). En effet, il a été démontré que ces cellules possèdent un potentiel 

tumorigène plus important que celui des autres cellules cancéreuses (Clarke et al., 2006).  

En nombre limité et étroitement enchâssées dans le microenvironnement tumoral, les 

CSC présentent des caractéristiques communes avec les CS normales, telles que l’auto-

renouvellement et la capacité de donner naissance, par division asymétrique, à des cellules 

cancéreuses engagées dans la différenciation (progéniteurs et cellules différenciées). A l’instar 

des CS normales, au sein de leur niche, la majorité des CSC sont dans un état de quiescence. 

L’expression d’un certain nombre de marqueurs à la surface des CSC, certes non spécifiques, 

a permis l’identification de ces dernières (Clevers, 2011). La CSC se forme suite à des 

mutations génétiques au niveau d’une cellule souche, d’un progéniteur ou même d’une cellule 

différenciée « normale » au sein d’un tissu donné. Les facteurs environnementaux semblent 

également intervenir dans ce processus (Clarke et al., 2006; Sugihara and Saya, 2013). 

Du fait de leur propriété de CS normale et notamment de leur état de quiescence au 

sein de la niche tumorale, les CSC présentent une certaine chimiorésistance. Elles seraient 

ainsi responsables des rechutes fréquentes observées après un traitement anticancéreux 

conventionnel par chimiothérapie. La fréquence de ces rechutes, après ce type de traitement, 

conduit la communauté médicale et scientifique à considérer que le ciblage exclusif des 
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cellules tumorales reste insuffisant. En considérant la niche tumorale dans son ensemble, 

microenvironnement et CSC, plusieurs stratégies thérapeutiques sont envisageables afin de 

réduire les risques de récidives (Sugihara and Saya, 2013). Aujourd’hui, ces nouvelles 

approches font l’objet de plusieurs projets de recherche translationnelle. L’objectif principal 

est d’induire l’apoptose des CSC afin de limiter la croissance tumorale et surtout de prévenir 

les rechutes et la dissémination tumorale. Pour cela, le ciblage directement des CSC, ou 

encore la suppression des interactions qui existent entre la CSC et son microenvironnement, 

pourraient être réalisés. Il serait également intéressant de promouvoir la sortie des CSC de 

leur état de quiescence afin de les rendre chimiosensibles (Sugihara and Saya, 2013).   

 

F. Conclusion 
 

Aujourd’hui, les cellules souches humaines représentent un outil de recherche et un 

espoir thérapeutique majeur. Leurs capacités d’auto-renouvellement et de prolifération in vitro 

permettraient de constituer des lots de cellules, de grade clinique, en quantité suffisante pour 

une utilisation thérapeutique. Par ailleurs, leur potentiel de différenciation permettrait 

d’utiliser ces CS à des fins de réparation tissulaire et de médecine régénératrice suite à une 

lésion tissulaire accidentelle ou pathologique. Les différentes populations de CS humaines 

possèdent des caractéristiques propres (Tableau 5) qui permettent d’envisager leur utilisation 

en recherche et en thérapeutique à plus ou moins long terme. D’après les différentes 

propriétés des CSM, ces cellules semblent constituer une véritable source cellulaire attractive 

pour la thérapie cellulaire et l’ingénierie tissulaire, notamment celle du cartilage. 
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Tableau 5: Comparaison des propriétés des différentes cellules souches humaines. 
 (+++ : très importante ; ++ : importante ; + : faible ; - : nulle). 

 Cellules souches pluripotentes Cellules souches multipotentes Cellules souches 

unipotentes 
Caractéristiques CSE iPS CSH CSM 

Accessibilité Facile (lignées) Facile Facile Facile Plus difficile (biopsie 

cutanée, par exemple) 

Quantité Potentiellement illimitée Potentiellement illimitée Importante Importante Importante 

Plasticité +++ +++ + ++ - 

Potentiel régénérateur Pluripotent Pluripotent Multipotent Multipotent Unipotent 

Capacités de prolifération 

et d’amplification in vitro 

Grande et illimitée Grande et illimitée Limitée (sénescence 

cellulaire) 

Limitée (sénescence cellulaire) Limitée (sénescence 

cellulaire) 

Risque tumorigène Réel (si injectées non 

différenciées) 

Réel (si injectées non 

différenciées) + mutagénèse 

insertionnelle 

Non A priori non 

 

Inconnu 

Risque immunitaire Présent (HLA compatible) Absent Présent (compatibilité HLA 
la plus fine possible) 

Moins exigeant pour le sang 
placentaire 

 

Faible  Présent si allogreffes 

(HLA compatible) 

Débat éthique Vif Absent Absent Absent Absent 
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II. Les CSM de la gelée de Wharton 

A. La gelée de Wharton 

La gelée de Wharton a été décrite pour la première fois par Thomas Wharton, médecin 

anatomiste anglais, en 1656. Durant la grossesse, le cordon ombilical représente le lien entre 

la mère et le fœtus. Le cordon ombilical est composé de deux artères et d’une veine, entourées 

par une matrice gélatineuse : un tissu conjonctif appelé gelée de Wharton, et recouvert par un 

épithélium amniotique. Au sein de cette gelée de Wharton, deux zones particulières ont été 

décrites : la région péri-vasculaire (autour des vaisseaux) et une région située en dessous de 

l’épithélium amniotique (subamnios) (Kim et al., 2013). Histologiquement, il est difficile de 

distinguer ces deux zones (Figure 8). Le rôle principal de la gelée de Wharton est d'empêcher 

la compression et la torsion des vaisseaux ombilicaux qui assurent le flux sanguin entre la 

mère et le fœtus, tout en maintenant une importante mobilité (Can and Karahuseyinoglu, 

2007). Cette fonction est directement liée à la structure particulière de la matrice 

extracellulaire. La gelée de Wharton, dérivée du mésoblaste extra-embryonnaire, est une 

structure avasculaire et très hydratée. Elle contient des cellules fibroblastiques entourées 

d’une matrice extracellulaire composée d’un réseau de collagènes et de nombreux 

polysaccharides notamment des glycosaminoglycanes et principalement de l’acide 

hyaluronique (Can and Karahuseyinoglu, 2007). 

 

 
Figure 8 : Coupe histologique transversale d’un cordon ombilical humain. 
I : Image au macroscope, objectif x1 ; coloration à l’Hématoxyline Eosine Safran (HES).       
II : Image au microscope optique, objectif x10 ; coloration à l’HES.                                                      
(A : artères ; v : veine ; GW : gelée de Wharton ; a : épithélium amniotique ; zp : zone péri-
vasculaire) (d’après des données personnelles). 

I II 

Paroi 
v  ineuse 



Etat de l’art 
 

45 
 

B. Les CSM de la gelée de Wharton  

1. Découverte 

Dès 1991, des cellules fibroblastiques ont été isolées et caractérisées au sein de 

la gelée de Wharton (McElreavey et al., 1991). Par la suite, des études ont montré que ces 

cellules possédaient les propriétés caractéristiques des CSM, définies par le comité de l’ISCT 

(Wang et al., 2004). L’origine de ces cellules au sein de la gelée de Wharton est encore 

discutée. La première hypothèse serait que les CSM fœtales auraient migré au cours du 

développement embryonnaire et auraient colonisé la gelée de Wharton. La seconde possibilité 

repose sur le fait que ces cellules seraient des CSM primitives provenant du mésenchyme et 

présentes dans la matrice du cordon ombilical dès le début de sa formation (Kim et al., 2013). 

Des travaux restent à mener pour définir précisément l’origine des CSM de la gelée de 

Wharton (CSM-GW). 

2. Isolement et mise en culture des CSM-GW 

Actuellement, aucune méthode d’isolement n’a été standardisée ni aucune 

région de la gelée de Wharton n’a été privilégiée pour isoler les CSM-GW. Ces cellules 

peuvent être isolées à partir de trois régions : la zone inter-vasculaire, la zone péri-vasculaire 

(Baksh et al., 2007) et au niveau du subamnios (Troyer and Weiss, 2008). Des études, 

relativement récentes, ont montré des différences, à la fois en terme de densité cellulaire, mais 

également au niveau de l’expression de certains marqueurs de surface (tels que CD146 ou 

CD73), entre ces cellules issues des différentes régions de la gelée de Wharton (Schugar et 

al., 2009). Plus récemment, une équipe anglaise a isolé et caractérisé des CSM provenant de 

différentes régions de la matrice du cordon ombilical. Ces caractéristiques 

(immunophénotypage, prolifération et différenciation cellulaires) propres à chaque région ont 

été comparées avec celles de CSM prélevées sur l’ensemble d’un cordon sans distinction de 

zones. L’étude a montré qu’il n’y a aucune différence en termes de prolifération et de profil 

phénotypique entre les CSM prélevées au niveau des différentes régions. De plus, les cellules 

obtenues à partir de l’ensemble du cordon présentent des capacités de différenciation 

équivalentes voire supérieures à celles des CSM isolées à partir des différentes zones. Ainsi, 

les auteurs de ce travail concluent sur le fait que l’isolement des CSM, à partir de l’ensemble 

de la matrice du cordon ombilical, présente certains avantages (facilité technique, rapidité, 

quantité de matrice, rendement) et permet d’obtenir des CSM répondant aux critères 

minimums de caractérisation (Mennan et al., 2013). 
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A l’heure actuelle, deux grandes techniques d’isolement des CSM-GW ont été 

décrites : 

 La méthode non-enzymatique ou méthode dite « des explants » fut la 

première technique employée par McElreavey et al. en 1991 (Figure 9). Cette technique 

repose sur les capacités de migration et d’adhérence au plastique des CSM-GW. Après le 

retrait des vaisseaux ombilicaux et de l’épithélium amniotique, la gelée de Wharton est isolée 

puis découpée en morceaux de petites tailles (2 à 3 mm3). Les morceaux de gelée sont déposés 

dans des plaques six puits, en contact avec un milieu de culture, puis incubés dans des 

conditions optimales. Spontanément, les CSM-GW migrent au fonds des puits et commencent 

à se multiplier (Mitchell et al., 2003).  

Récemment, une équipe belge a isolé des CSM-GW à partir de morceaux de 

cordon entier (sans retrait des vaisseaux ombilicaux). Après une incision longitudinale du 

cordon, ce dernier est placé en culture, au contact du plastique pendant cinq jours. Au premier 

passage, l’analyse phénotypique des cellules montre la présence de deux populations 

cellulaires : des CSM et des cellules endothéliales (CD31+) provenant des vaisseaux 

ombilicaux. Au second passage, cette population de cellules endothéliales a complètement 

disparu. Ainsi, ces auteurs proposent une technique rapide, simple et reproductible 

d’isolement des CSM-GW (De Bruyn et al., 2011). Dans ce même objectif de développer une 

méthode d’isolement rapide et moins laborieuse, Hendijani et al. a également travaillé sur des 

morceaux de cordon entier. Plusieurs incisions ont été réalisées dans la matrice ombilicale 

afin d’exposer une plus grande surface de tissu au milieu de culture. Après une dizaine de 

jours, les CSM-GW ont migré, adhéré au plastique et commencé à se multiplier in vitro 

(Hendijani et al., 2014). 

 

 La méthode enzymatique consiste à digérer les morceaux de gelée de 

Wharton grâce à l’action d’enzymes telles que la collagénase qui peut être utilisée seule ou 

associée à la hyaluronidase et/ou à la trypsine (Wang et al., 2004) (Figure 9). La digestion se 

fait à 37°C durant une période pouvant aller de 30 minutes à 16 heures selon les protocoles 

(Can and Karahuseyinoglu, 2007). Après l’arrêt de la digestion, la suspension est filtrée, 

rincée puis centrifugée. Le culot cellulaire obtenu est ensuite placé en culture. 

Une autre technique consiste à récupérer les vaisseaux ombilicaux avec leur 

gelée de Wharton environnante. Ces vaisseaux sont ensuite ligaturés et exposés à la 
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Fragment de GW 

collagénase. De cette façon, cette méthode permet d’isoler les CSM-GW de la zone 

perivasculaire (Sarugaser et al., 2005). 

En 2007, une équipe isole des CSM-GW après digestion à la collagénase de 

morceaux de cordon entier sans le retrait des vaisseaux ombilicaux. Cette méthode a pour 

objectif de réduire les manipulations et d’accélérer le processus d’isolement des cellules 

(Lund et al., 2007). 

Enfin, plus récemment, une méthode associe digestion enzymatique et 

dissociation mécanique. Après digestion enzymatique, le mélange est homogénéisé 

mécaniquement à l’aide d’un homogénéisateur (Tong et al., 2010). 

Avec la méthode non-enzymatique, les CSM-GW présentent une viabilité et un 

taux de prolifération supérieurs aux CSM-GW isolées par la méthode enzymatique 

(Salehinejad et al., 2012; Yoon et al., 2013). La digestion enzymatique permet d’isoler, dès le 

départ, un plus grand nombre de cellules (Salehinejad et al., 2012). En revanche, la méthode 

enzymatique diminue la viabilité cellulaire, modifie la taille des cellules et leur granulométrie 

et peut affecter l’expression de certains marqueurs de surface tels que CD73 ou CD90 

(Salehinejad et al., 2012). 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Isolement et mise en culture des CSM-GW. 
(A) Isolement des CSM-GW par la méthode non-enzymatique ou méthode dite « des 
explants ». Les CSM-GW migrent au fond des puits, adhérent au plastique et se multiplient 
autour du fragment de GW (d’après (McElreavey et al., 1991)). (B) Isolement des CSM-GW 
par la méthode enzymatique. Les CSM-GW présentent une morphologie de type fibroblastique 
(d’après (Wang et al., 2004)). (C) Morphologie des CSM-GW isolées par la méthode non-
enzymatique, et évaluées par cytométrie en flux au premier passage. FS correspond à la taille 
des cellules et SS à la granularité. La gelée de Wharton a été prélevée au niveau de 3 
régions : inter-vasculaire, péri-vasculaire et subamnios (d’après des données personnelles).  
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C 
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Au moment de l’isolement, des CSM-GW, des globules rouges et des cellules 

non adhérentes sont placés en culture. La capacité d’adhérence au plastique des CSM-GW et 

l’utilisation d’un milieu de culture spécifique permettent l’enrichissement de la population 

cellulaire. Une étude montre qu’après deux ou trois passages, il est possible d’obtenir une 

population homogène de CSM-GW caractérisée par une analyse phénotypique (Seshareddy et 

al., 2008). 

Ces techniques d’isolement, décrites précédemment, ont été réalisées sur un 

tissu ombilical frais. D’après une récente revue de la littérature, l’isolement des CSM-GW 

peut également être réalisé sur des fragments de gelée de Wharton cryoconservés. Cependant, 

les auteurs ont démontré une viabilité cellulaire (Da-Croce et al., 2013) ainsi qu’un rendement 

d’isolement (Roy et al., 2014) plus faibles, en comparaison avec les techniques réalisées sur 

un tissu frais. De plus, l’isolement des CSM-GW sur un tissu cryoconservé reste controversé 

puisqu’une étude, très récente, a montré l’impossibilité d’isoler ces cellules à partir d’un tel 

tissu (Chatzistamatiou et al., 2014). 

3. Aspects réglementaires du prélèvement 

Avant la décision du 16 mai 2012 (n° 2012-249) résultant de la loi de 

bioéthique de 2011 (loi n° 2011-814 du 7 juillet 2011 relative à la Bioéthique), le cordon 

ombilical et par extension la gelée de Wharton étaient considérés comme des déchets 

opératoires, dont le don était encadré par un régime de « non-opposition ». À présent, la gelée 

de Wharton est considérée comme une source à part entière de CSM et de ce fait, le 

prélèvement de cellules du cordon (ou du placenta) ne peut avoir lieu qu’à des fins 

thérapeutiques ou scientifiques, en vue d’un don anonyme et gratuit, et à la condition que la 

femme, durant sa grossesse, ait donné son consentement par écrit au prélèvement et à 

l’utilisation de ces cellules (Art. L. 1241-1). Des informations sur les finalités de ce don lui 

sont données de façon précise. Ce consentement est révocable sans forme et à tout moment 

tant que le prélèvement n’est pas intervenu (Reppel et al., 2012). 

4. Cryoconservation des CSM-GW 

L’utilisation des CSM-GW en recherche et potentiellement en thérapeutique, 

nécessite de pouvoir stocker ces cellules à plus ou moins long terme. La reproductibilité et 

l’efficacité de différents protocoles de cryoconservation ont été testées sur ces cellules. La 

viabilité à la décongélation a également été évaluée après 3 à 8 semaines de congélation 

(Balci and Can, 2013). Généralement, les cellules sont suspendues dans une solution de 
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cryoconservation (habituellement, 10% de diméthylsulfoxide (DMSO) dans 90% de sérum de 

veau fœtal (SVF) ou de milieu de culture enrichi en SVF) et subissent une congélation lente 

correspondant à une descente en température de un degré par minute et ceci jusqu’à -80°C. 

Les cellules y sont conservées pendant 24 heures avant d’être transférées dans l’azote liquide 

à -196°C. Grâce à cette méthode, les taux de viabilité à la décongélation sont d’environ 90% 

(Fong et al., 2010; Balci and Can, 2013). En revanche, une étude antérieure a montré une 

perte de viabilité des cellules à la décongélation d’environ 50% (Karahuseyinoglu et al., 

2007). Cette variabilité de viabilité entre les CSM-GW après décongélation reste inexpliquée. 

D’autre part, la congélation ne semble présenter aucun effet délétère sur l’expression des 

marqueurs de surface de ces cellules (Seshareddy et al., 2008; Balci and Can, 2013). Une 

étude, relativement récente, a montré que la cryoconservation des CSM-GW, durant deux 

semaines, n’a aucun effet néfaste sur le phénotype, le cycle cellulaire, la prolifération et la 

capacité de différenciation (neuronale) des CSM-GW (Zhang et al., 2011). Tous ces travaux 

décrivent l’effet de la cryoconservation des CSM-GW à court ou moyen terme sur leurs 

propriétés fondamentales. Encore peu d’études s’intéressent à l’effet de la cryoconservation à 

long terme des CSM qui serait, certainement, la technique de conservation la plus utilisée 

dans un contexte thérapeutique. Les CSM issues du tissu adipeux, congelées pendant une 

durée de 6 mois, conservent leurs capacités de prolifération et de différenciation 

mésodermique (Gonda et al., 2008). Très récemment, des auteurs ont mis en évidence le fait 

que des CSM-MO cryoconservées pendant 24 mois présentent, après décongélation, un très 

bon taux de viabilité (supérieur à 90%) et conservent leurs propriétés de prolifération et de 

différenciation (Matsumura et al., 2013). A ce jour et à notre connaissance, aucune étude n’a 

montré l’effet de la cryonservation à long terme des CSM-GW sur leurs propriétés 

fondamentales.  

5. Caractérisation des CSM-GW 

En plus des propriétés caractéristiques des CSM (définies par le comité de 

l’ISCT) que possèdent ces cellules de la gelée de Wharton (Wang et al., 2004), ces dernières 

présentent certaines spécificités. 

a. Morphologie et comportement en culture in vitro 

 Morphologie : 

Comme énoncé précédemment, les CSM-GW possèdent une morphologie 

de type fibroblastique et adhèrent au plastique en culture in vitro (Figure 9).  
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 Prolifération et amplification : 

A l’instar de toutes les cellules souches, les CSM-GW sont douées d’auto-

renouvellement. Elles possèdent un fort potentiel d’amplification en culture in vitro et sont 

capables de proliférer au-delà de 15 passages avant même que les premiers signes de 

sénescence cellulaire n’apparaissent (Troyer and Weiss, 2008). Lorsque les CSM-GW sont 

laissées en culture jusqu’à atteindre 100% de confluence, ces dernières perdent leur inhibition 

de contact. Elles forment alors des colonies tridimensionnelles et le tapis cellulaire est 

susceptible de se décrocher de son support (Seshareddy et al., 2008). Ces conditions 

empêchent d’obtenir une suspension cellulaire homogène entre les passages et donc de 

poursuivre l’amplification des cellules.  

Au cours de l’amplification in vitro, l’intégrité protéomique et génomique 

des CSM-GW est modifiée.  

Une étude a suivi l’évolution du profil protéomique des CSM-GW entre le 

deuxième et le douzième passage afin de mettre en évidence les protéines potentiellement 

responsables de la croissance rapide et de l’amplification à long terme de ces cellules 

(Angelucci et al., 2010). Des protéines anti-oxydantes telles que la thioredoxine, la 

peroredoxine et les glutathion transférases préservent les CSM-GW des altérations oxydatives 

qui ont lieu au cours de l’amplification. De plus, l’étude a permis de démontrer que plusieurs 

protéines impliquées dans les phénomènes de différenciation et de prolifération (Shootin1, 

Adenylate kinase 5 isoenzyme et Plasminogen activator-inhibitor 2) ne sont plus exprimées 

après le deuxième passage, traduisant ainsi, une probable diminution progressive des 

capacités des CSM-GW dès le troisième passage (Angelucci et al., 2010). En revanche, après 

le douzième passage, de nouvelles protéines telles que ERO1-like protein alpha (ERO1A), 

Aspartyl-tRNA synthetase et Prolyl-4-hydroxylase sont synthétisées par les CSM-GW. 

L’enzyme ERO1A est responsable de la production d’espèces réactives de l’oxygène au sein 

de la cellule au cours du stress oxydant. L’Aspartyl-tRNA synthetase, quant à elle, est une 

enzyme qui interagit avec une protéine inhibitrice de la prolifération cellulaire. L’expression 

tardive de ces protéines traduirait donc une perte d’intégrité cellulaire et une entrée 

progressive de la cellule dans un processus de sénescence (Angelucci et al., 2010).  

Très récemment, le suivi du profil génomique ou transcriptomique des 

CSM-GW a été réalisé après quatre et douze passages par analyse « microarray » (Gatta et al., 

2013). De la même façon que l’étude précédente, l’objectif de cette dernière était d’identifier 
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des marqueurs, cette fois-ci génétiques, associés à la croissance et à l’amplification à long 

terme de ces cellules. Sur un total de 30968 transcrits analysés au cours de l’amplification, au 

terme du douzième passage, 157 gènes se sont révélés être surexprimés alors que l’expression 

de 440 gènes a été diminuée par rapport au quatrième passage (Gatta et al., 2013). Ces gènes 

surexprimés interagissent entre eux sous forme de réseaux. Le principal réseau généré par 

cette analyse s’articule principalement autour de deux gènes clés que sont IL1 et AKT. 

L’expression du gène IL1, étroitement liée au processus inflammatoire, traduit une réponse de 

défense cellulaire face aux altérations et au stress oxydant. Cette réponse a pour but de 

prévenir la mort de la cellule (apoptose). L’expression du gène AKT, quant à elle, est 

principalement associée à la différenciation et à la maturation cellulaire. Parallèlement, le 

principal réseau d’interaction des gènes sous-exprimés est centré autour d’un gène clé : le 

gène P53. Ces gènes sous-exprimés interviennent principalement dans la prolifération, la 

réponse au stress oxydant et dans la multipotence cellulaire. Ainsi, les principaux gènes 

identifiés au cours de cette étude, pourraient être utilisés comme des bio-marqueurs afin 

d’évaluer la qualité de la culture des CSM-GW (Gatta et al., 2013). 

Comme les CSM adultes, les CSM-GW peuvent développer, en culture in 

vitro à long terme (après 30 passages), certaines altérations chromosomiques telles qu’une 

trisomie du chromosome 10 par exemple (Wang et al., 2013). Toutefois, ces anomalies 

génomiques ont été observées sans qu’il n’y ait pour autant de formations tumorales in vivo, 

après injection de ces cellules chez la souris immunodéprimée (Wang et al., 2013). 

 Capacité clonogénique : 

Les CSM-GW possèdent un potentiel clonogénique avec la capacité de 

former des colonies de cellules de type fibroblastique en culture in vitro (CFU-F) (Nekanti et 

al., 2010). 

 Support stromal : 

Enfin, comme les CSM adultes, grâce à leur activité paracrine, qui sera 

décrite ultérieurement, les CSM-GW peuvent constituer un support stromal (ou couche 

nourricière) en co-culture in vitro, afin de favoriser l’amplification d’autres cellules et 

notamment des progéniteurs hématopoïétiques CD34+ (Milazzo et al., 2014). 
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b. Phénotype et expression de marqueurs 

Par définition, les CSM-GW expriment les marqueurs de surface 

caractéristiques des CSM. Elles expriment également des marqueurs mésenchymateux tels 

que la Vimentine ou l’αSMA (Smooth Muscle Actin) (La Rocca et al., 2009). En général, par 

rapport aux CSM de la moelle osseuse, les CSM-GW expriment plus faiblement CD106 et 

HLA-ABC (El Omar et al., 2014) alors que l’expression de CD117, CD146 (Baksh et al., 

2007), FLK-1 (récepteur du Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)) ou encore de CD44 

(récepteur de l’acide hyaluronique) est augmentée (Weiss et al., 2006). L’expression de 

certains récepteurs à chimiokines (comme CCR3 par exemple) confère à ces cellules la 

capacité de migrer vers les sites lésés de l’organisme (El Omar et al., 2014). 

Certains marqueurs embryonnaires de pluripotence tels qu’Oct4, Sox2, 

Nanog, Rex-1, SSEA-1, SSEA-4, Tra-1-60 et Tra-1-80 ont été retrouvés à de faibles niveaux 

d’expression au sein des CSM-GW (Carlin et al., 2006; Fong et al., 2007), suggérant ainsi, un 

profil plus immature de ces cellules par rapport aux CSM adultes, et donc, de potentielles 

capacités de différenciation supérieures. D’après des études semi-quantitatives, l’expression 

d’Oct4 par les CSM-GW reste très faible par rapport aux CSE mais demeure supérieure à 

celle des cellules somatiques adultes. Le rôle exact et l’activité d’Oct4 au sein des CSM-GW 

est encore très controversé dans la littérature scientifique. En effet, en 2009, une étude a 

démontré que le promoteur du gène de pluripotence Oct4 était méthylé dans les CSM-GW, le 

rendant ainsi inactif (He et al., 2009).  

En culture in vitro, après plusieurs passages (15), les CSM-GW sont 

capables de maintenir la longueur de leurs télomères (La Rocca et al., 2009), évoquant ainsi 

une télomérase active. Cependant, une étude très récente, a montré qu’après 30 passages, la 

longueur des télomères est significativement diminuée par rapport à celle observée en début 

de culture (Wang et al., 2013). Cette même étude a également évalué l’expression génique de 

hTERT, qui correspond à la sous-unité catalytique de la télomérase humaine. Ainsi, les CSM-

GW expriment faiblement hTERT aux cours des premiers passages (jusqu’à 3 passages), puis 

cette expression diminue au cours de la culture in vitro, et devient indétectable aux passages 

tardifs (après 30 passages) (Wang et al., 2013).   

Le profil cytokinique des CSM-GW montre que ces dernières sécrètent, par 

rapport aux CSM de la moelle osseuse, davantage de facteurs de croissance hématopoïétiques 

(G-CSF (Granulocyte - Colony Stimulating Factor), GM-CSF (Granulocyte Macrophage -
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Colony Stimulating Factor), d’interleukines (IL-6, IL-8), etc. Ainsi, les CSM-GW pourraient 

constituer un support stromal pour la culture des progéniteurs hématopoïétiques meilleur que 

les CSM-MO (Magin et al., 2009). L’activité paracrine des CSM-GW peut également se 

traduire par la sécrétion de cytokines, telles que l’IL-10, le TGF-β, le VEGF, l’angiopoïétine-

1, ou de chimiokines (CXCL1, CXCL2, CXCL5, etc.) qui favorisent l’angiogénèse et  

interviennent dans des mécanismes de réparation tissulaire (Shohara et al., 2012; El Omar et 

al., 2014) 

En plus des marqueurs mésenchymateux, les CSM-GW expriment des 

marqueurs du neuroectoderme (Nestin, NSE, GFAP) ainsi que des marqueurs de l’endoderme 

(GATA-4, -5, -6, HNF4α, cytokeratin -8, -18, -19) (La Rocca et al., 2009). L’expression de 

ces molécules reflète la possible capacité des CSM-GW à se différencier vers des cellules 

d’origine non mésodermique. 

c. Différenciation in vitro 

Dans un environnement donné, sous l’influence de facteurs de croissance 

et/ou ensemencées dans une matrice support, les CSM-GW sont capables de se différencier, in 

vitro, en adipocytes, chondrocytes, ostéocytes (Karahuseyinoglu et al., 2007) mais également 

en cardiomyocytes, en cellules musculaires squelettiques, en cellules endothéliales (Can and 

Karahuseyinoglu, 2007), en odontoblastes (Li et al., 2013) ou encore en cellules du nucleus 

pulposus (Ruan et al., 2012). Elles possèdent également la particularité de se différencier, in 

vitro, en cellules d’origine non mésodermique (ectodermique ou endodermique) (Tableau 6). 

En général, quelle que soit la voie de différenciation utilisée, la cellule obtenue correspond 

plutôt à un précurseur ou à une cellule qui s’apparente à la cellule désirée (exemple : 

« neuron-like cells »). D’une équipe scientifique à une autre, certaines capacités de 

différenciation des CSM-GW peuvent varier. Ces divergences s’expliquent par l’utilisation de 

protocoles, de facteurs de croissance ou de conditions de culture différents. Par exemple, très 

récemment, Ragni et al. a mis en évidence la difficulté d’obtenir une différenciation 

adipogénique avec des CSM-GW (Ragni et al., 2013). Une autre étude a montré, qu’au cours 

de la différenciation adipogénique, les CSM-GW produisent des vacuoles lipidiques de petite 

taille par rapport à celles obtenues avec les CSM-MO (Mennan et al., 2013). 
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Tableau 6 : Capacités de différenciation in vitro des CSM-GW en cellules d’origine non 
mésodermique. 

Types cellulaires Références 

Neurones dopaminergiques (Fu et al., 2006) 

Neurones cholinergiques (Liang et al., 2013) 

Oligodendrocytes (Zhang et al., 2010) 

Cellules épithéliales (Aljitawi et al., 2013) 

Cellules des glandes sudoripares (Xu et al., 2012) 

Cellules sécrétrices d’insuline (Wang, H. W. et al., 2011) 

Hépatocytes (Prasajak and Leeanansaksiri, 2013) 

Cellules sécrétrices d’hormones stéroïdes (Wei et al., 2012) 

Cellules germinales (Huang, P. et al., 2010) 

 

d. Effet immunomodulateur 

Les propriétés immunes des CSM-GW ont été décrites pour la première 

fois par Weiss et al. en 2008 (Weiss et al., 2008). In vitro, à l’instar des CSM de la moelle 

osseuse ou du tissu adipeux, les CSM-GW présentent des propriétés immunomodulatrices. 

Ces dernières possèdent une faible immunogénicité, inhibent la prolifération des lymphocytes 

T activés, augmentent la production de lymphocytes T régulateurs et enfin, semblent freiner la 

différenciation terminale des lymphocytes B en cellules matures productrices d’anticorps 

(McGuirk and Weiss, 2011). Les CSM-GW n’expriment pas les antigènes HLA de classe II 

(comme HLA-DR par exemple), ni les molécules de co-stimulation, telles que CD40, CD80 et 

CD86. En revanche, elles expriment HLA-G (antigène HLA de classe I), l’IL-6 et VEGF : 
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molécules intervenant dans les propriétés d’immunomodulation des CSM (Weiss et al., 2008; 

La Rocca et al., 2009). Quelques études ont comparé les propriétés immunomodulatrices des 

CSM-GW par rapport à celles des CSM-MO. Les CSM-GW produisent davantage de TGF-β 

et d’IL-10 et semblent exprimer de façon plus importante la molécule HLA-G (Liu et al., 

2012). L’inhibition de la prolifération des lymphocytes T activés serait plus forte au contact 

des CSM-GW qu’à celui des CSM-MO (Kim et al., 2013). Ainsi, les CSM-GW seraient 

moins immunogènes que les CSM-MO et présenteraient des propriétés immunomodulatrices 

au moins équivalentes (Yoo et al., 2009). Récemment, La Rocca et al. a démontré, pour la 

première fois, que des molécules immunomodulatrices telles que HLA-G ou TGF-β par 

exemple, exprimées par des CSM-GW indifférenciées, sont également retrouvées au niveau 

de ces mêmes cellules, après différenciation mésodermique in vitro. Ainsi, suite à 

l’acquisition d’un phénotype mature, les cellules dérivées des CSM-GW conservent leurs 

propriétés immunologiques (La Rocca et al., 2013). 

In vivo, peu de travaux ont évalué les propriétés immunomodulatrices des 

CSM-GW. Actuellement et à notre connaissance, seulement deux études cliniques utilisent 

des CSM-GW, en injection intraveineuse, dans le traitement de la GVHD sévère cortico-

résistante (http://clinicaltrials.gov) (dernière consultation en juillet 2014). Récemment, une 

étude clinique chinoise a montré l’effet bénéfique de l’injection de CSM-GW dans le 

traitement d’une pathologie auto-immune, la thrombocytopénie immune primaire (Ma et al., 

2012).   

6. Comparaison avec les CSM de la moelle osseuse 

Aujourd’hui, un certain nombre d’arguments permettent d’envisager les CSM-

GW comme une source alternative de CSM, au dépend des CSM-MO. Le tableau suivant 

présente les principales différences et similitudes existantes entre ces deux sources cellulaires      

(Tableau 7).  
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Tableau 7 : Comparaison entre les CSM-GW et les CSM-MO. 

                   Sources des CSM 

Critères 
Moelle osseuse Gelée de Wharton 

Prélèvement 
 

Potentiellement douloureux 
Potentiellement iatrogène 

Non douloureux 
Non iatrogène 

Abondance Limitée Potentiellement illimitée 

Contrainte éthique Aucune Aucune 

Taux de réussite à 
l’isolement 

100% 
(données personnelles) 

100% 
(données personnelles) 

Fréquence cellulaire 1/105 cellules mononucléées 
(données personnelles) 

104-6 cellules / cm de cordon 
ombilical 

(données personnelles) 

Impact de l’âge du donneur 
sur les propriétés 

Oui 
(Fossett et al., 2012) 

Non 

Prolifération 
Amplification in vitro 

Clonogénicité 

 Supérieure 
(Troyer and Weiss, 2008) 

Faible expression de 
marqueurs de pluripotence 

Non Oui 
(Fong et al., 2007) 

Différenciation 
mésodermique 

Oui Oui 
Adipogénèse difficile 
(Ragni et al., 2013) 

Différenciation non 
mésodermique 

 Supérieure 

Immunogénicité 
Immunomodulation 

 Inférieure 
Supérieure 

(Kim et al., 2013) 

Type d’utilisation  Autologue 
Allogénique 

Allogénique  
+++ 
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7. Effet de l’hypoxie sur la culture in vitro des CSM-GW 

A l’heure actuelle, très peu d’études se sont intéressées à l’effet de l’hypoxie 

sur les propriétés des CSM-GW en culture in vitro. A notre connaissance, seuls deux articles, 

relativement récents, ont étudié l’impact d’un environnement pauvre en oxygène (entre 2 et 

3% d’O2) sur certaines caractéristiques des CSM-GW. Les résultats significatifs sont 

rapportés dans le tableau suivant (Tableau 8). 

Tableau 8 : Influence de l’hypoxie sur les CSM-GW en culture in vitro. 
(GRB7: growth factor receptor-bound protein 7 ; ACTC: actin, alpha, cardiac muscle 1 ; 
Runx2: runt-related transcription factor 2 ; VEGF: vascular endothelial growth factor ; 
HGF: hepatocyte growth factor)  

 
Propriétés 

 

Effet de l’hypoxie   
(par rapport à la normoxie) Références 

 
Prolifération 

 
Augmentation (Nekanti et al., 2010) 

 
Expression génique 

 

Augmentation de gènes 
précoces du caractère souche : 

Lin28, GRB7…  

Augmentation de gènes 
précoces de la lignée 

mésodermique : Desmine, 
ACTC, Runx2… 

 

(Nekanti et al., 2010) 

 
Expression des marqueurs de 

surface 
 

Diminution de CD73, CD90, 
CD105 (Majumdar et al., 2013) 

 
Activité paracrine 

 

 
Augmentation de la sécrétion 

de facteurs de croissance : 
VEGF et HGF 

 

 
(Majumdar et al., 2013) 

 

 Ainsi, l’hypoxie semble avoir un effet bénéfique sur la prolifération et le 

maintien de l’état indifférencié des CSM-GW. 

 
 

 



Etat de l’art 
 

58 
 

C. Influence des paramètres obstétricaux 
 

D’un point de vue obstétrical, plusieurs travaux ont montré que le fœtus et ses annexes 

sont influencés par le déroulement de la grossesse ou encore les habitudes de la mère : le 

placenta des femmes fumeuses, par exemple, est beaucoup plus souvent calcifié et localement 

infarci en fin de grossesse comparé à un placenta de femme non fumeuse (Delcroix et al., 

2007). Certaines pathologies d’origine circulatoire peuvent également produire un effet 

similaire. Les facteurs obstétricaux retrouvés dans la littérature sont nombreux, et se 

différencient en 3 principaux groupes : relatifs à la parturiente, au travail et à l’accouchement, 

au nouveau-né. 

1. Facteurs obstétricaux relatifs à la parturiente 

Certains auteurs ont retrouvé des corrélations entre les facteurs maternels et les 

tissus fœtaux, notamment les vaisseaux ombilicaux, le placenta et le sang placentaire 

(Delcroix et al., 2007; Blanco et al., 2011; Omori et al., 2012). Ces auteurs ont utilisé les 

facteurs suivants : l’âge maternel, l’indice de masse corporelle (IMC) de la mère, la parité 

(c’est-à-dire le nombre d’enfants dont la mère a déjà accouché), et certaines pathologies liées 

à grossesse (l’hypertension artérielle, la prééclampsie définie comme une hypertension 

artérielle avec protéinurie positive apparaissant à partir du 2ème trimestre de grossesse, le 

diabète gestationnel défini comme une intolérance au glucose avec hyperglycémie 

apparaissant pendant la grossesse, ainsi que des pathologies inflammatoires). 

D’autres facteurs sont pris en compte dans un suivi de grossesse, notamment 

les facteurs socio-économiques, les antécédents médicaux-chirurgicaux personnels et 

familiaux de la patiente, son statut sérologique (maladies virales transmissibles par le sang, 

rubéole, toxoplasmose, groupe sanguin rhésus), ses éventuelles addictions, une prise 

médicamenteuse liée à une affection au long cours ou encore certains traitements spécifiques 

et nécessaires pendant la grossesse. 

2. Facteurs obstétricaux relatifs au travail et à l’accouchement  

Les études de Hoenicka et al., Omori et al. et Blanco et al. prennent en 

considération la voie d’accouchement (accouchement par voie basse ou par césarienne), la 

durée du travail ainsi qu’une éventuelle souffrance fœtale (Hoenicka et al., 2008; Blanco et 

al., 2011; Omori et al., 2012). Cependant, de nombreux autres évènements sont observés 
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pendant le travail et l’accouchement : les constantes maternelles, le rythme cardiaque et le 

bien-être fœtal, l’ouverture de la poche des eaux et la couleur du liquide amniotique, la 

présentation fœtale, la contractilité utérine et les éventuelles thérapeutiques mises en œuvre. 

3. Facteurs obstétricaux relatifs au nouveau-né 

Les facteurs étudiés dans la littérature relatifs au nouveau-né sont l’âge 

gestationnel au moment de la naissance (correspondant aux semaines d’aménorrhée de la 

parturiente), le poids de naissance, le sexe, un retard de croissance intra-utérin (défini comme 

un poids de naissance rapporté à l’âge gestationnel inférieur au 3ème percentile) et le pH du 

cordon (Javed et al., 2008; Ebina et al., 2012; Omori et al., 2012). Lors de la prise en charge 

du nouveau-né à la naissance, le personnel médical prend en compte d’autres facteurs comme 

l’adaptation à la vie extra-utérine (qu’elle soit aisée ou non, ce qui implique éventuellement 

d’autres gestes), la taille et le périmètre crânien de l’enfant, la douleur néonatale s’il y a eu 

des gestes ou une souffrance pendant l’accouchement, la régulation thermique en autonomie 

et l’alimentation. Enfin un examen clinique et neurologique précis est réalisé et consigné. 

4. Etudes sur les CSM-GW 

A ce jour et à notre connaissance, peu d’études ont étudié l’influence des 

paramètres obstétriques sur les propriétés des CSM-GW et notamment, sur leur potentiel de 

différenciation. 

En 2009, Penolazzi et al. évalue l’impact de cinq paramètres obstétricaux sur la 

différenciation vers la voie ostéogénique : l’âge maternel, le nombre de semaines 

d’aménorrhées, le mode de délivrance, le sexe du nouveau-né et le poids de naissance. Ces 

travaux démontrent que la différenciation ostéogénique des CSM-GW est meilleure 

(augmentation de l’expression de marqueurs spécifiques) lorsque ces dernières sont issues de 

cordons ombilicaux provenant d’enfants nés à terme (Penolazzi et al., 2009).   

Plus récemment, une équipe a comparé le potentiel de différenciation 

ostéogénique et adipogénique des CSM-GW obtenues à partir de mères en bonne santé ou 

atteintes de diabète gestationnel. Les auteurs ont observé une variation de l’expression de 

certains marqueurs de surface cellulaire entre les deux groupes (l’expression de CD90, par 

exemple, est diminuée pour les CSM-GW issues de mères diabétiques. Par ailleurs, les 

résultats indiquent que, contrairement aux cellules des mères en bonne santé, les CSM-GW 

des mères diabétiques montrent, de façon significative, une capacité plus élevée à s’engager 
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vers l’adipogenèse. Ces auteurs suggèrent alors que l’organisme maternel pourrait être 

responsable d'un « pré-engagement » des CSM-GW (Pierdomenico et al., 2011). 

Enfin, en 2013, Messerli et al., a démontré que le nombre de semaine 

d’aménorrhée, et donc une naissance à terme ou prématurée, n’ont aucune influence sur la 

capacité de différenciation neurogliale des CSM-GW (Messerli et al., 2013). En revanche, la 

prééclampsie semble avoir un effet bénéfique sur cette capacité de différenciation (Joerger-

Messerli et al., 2014). 

D. Conclusion 
 

D’après les chiffres de l’INSEE de 2014, 810 000 naissances vivantes ont eu lieu en 

2013 en France. Par conséquent, le cordon ombilical représente une source potentiellement 

illimitée de CSM. Contrairement à la moelle osseuse, son prélèvement est facile (non invasif) 

et ne présente aucun risque pour le donneur. Le don du cordon ombilical est à présent encadré 

juridiquement (nécessité de consentement) mais ne présente aucune contrainte d’ordre 

éthique. En plus du nombre important de cordons potentiellement disponibles, la forte 

capacité d’amplification des CSM-GW en culture in vitro permet d’obtenir une grande 

quantité de cellules. Il s’agit d’une condition indispensable dans une perspective d’utilisation 

clinique et de production de lots contrôlés de cellules. Leur capacité d’immunomodulation 

ainsi que leur potentiel de différenciation permettent d’envisager leur utilisation en situation 

allogénique et en médecine régénératrice. Au regard de leurs propriétés, les CSM-GW 

représentent aujourd’hui une véritable source alternative de CSM, par rapport aux CSM-MO, 

en thérapie cellulaire ainsi qu’en ingénierie tissulaire 
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III. Utilisation des cellules souches en ingénierie tissulaire du 
cartilage 

A. Le cartilage articulaire 

1. Structure, physiologie et physiopathologie 

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif complexe, hautement spécialisé 

et caractérisé par ses propriétés mécaniques, résultant d’une combinaison complexe de 

mécanismes de tension, de forces de cisaillement et de compression. Interposé entre deux 

surfaces osseuses et en regard du liquide synovial, il permet le glissement de ces dernières 

grâce à un coefficient de friction extrêmement faible (Figure 10). Le cartilage articulaire est 

composé d’un seul type cellulaire (le chondrocyte), et d’une abondante MEC spécifique. Il 

s’agit d’un tissu non innervé et non vascularisé, ce qui explique sa faible capacité de 

régénération. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10: Représentation du cartilage articulaire au niveau d'une articulation de 
genou.  
(d’après la thèse de Wang Y, 2007). 
 

La MEC d’un tissu cartilagineux mature se compose de collagènes, de 

protéoglycanes (PGs), de petites protéines, d’ions et d’eau. Les propriétés fonctionnelles du 

cartilage reposent essentiellement sur l’organisation hétérogène de ces constituants matriciels, 

en particulier l’orientation des fibres de collagènes et la distribution des PGs. En se basant sur 

ces éléments, il est possible de distinguer quatre zones allant de la surface articulaire jusqu’à 

l’os sous-chondral (Figure 11) (Hayes et al., 2007; Johnstone et al., 2013). 
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Figure 11: Représentation schématique de l'organisation macromoléculaire du cartilage 
articulaire.  
(CS : couche superficielle ; CM : couche moyenne ou transitionnelle ; CP : couche profonde ; 
CB : couche basale ou calcifiée) (d’après Hayes et al., 2007). 
 

Les petites protéines telles que la COMP (Cartilage Oligo Matrix Protein) se 

trouvent également dans la MEC. Elles semblent jouer un rôle important dans les interactions 

entre les chondrocytes et leur matrice et plus spécifiquement dans le maintien de l’intégrité du 

réseau de collagène. 

Les chondrocytes synthétisent leur MEC mais également les enzymes 

(métalloprotéases, hyaluronidases,…) capables de la dégrader, permettant ainsi un 

remodelage du tissu cartilagineux. Les chondrocytes garantissent également l’équilibre entre 

la synthèse de cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-10) et celle de cytokines pro-

inflammatoires (IL-1, TNF-α). Ces cellules assurent donc l’homéostasie du cartilage, c'est-à-

dire la balance entre l’anabolisme et le catabolisme. L’homéostasie est influencée par des 

facteurs solubles (hormones, vitamines, cytokines, facteurs de croissance) et par 

l’environnement physico-chimique des chondrocytes et les contraintes mécaniques qui y sont 

associées. Lorsque l’équilibre est rompu, au profit du catabolisme, une dégénérescence du 

tissu apparaît et le cartilage devient pathologique. C’est le cas de l’arthrose par exemple. 
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chondrocytes 
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L’inflammation constitue un élément régulateur important de la genèse et de l’évolution de 

l’arthrose (Rannou et al., 2010). L’arthrose est une maladie multifactorielle associée à quatre 

facteurs de risques que sont l’hérédité, l’obésité, les traumatismes, l’hypersollicitation 

articulaire, et surtout le vieillissement.  

2. Fonctions du cartilage 

Le cartilage articulaire sert à absorber les contraintes liées aux mouvements et 

au poids du corps. La composition de sa matrice extracellulaire permet de résister aux 

contraintes en se déformant face aux forces subies. Les pressions exercées à la surface des 

cartilages articulaires varient en fonction de la localisation et du poids de l’individu, de sa 

tension musculaire et de son activité physique. Des mesures in vivo ont montré qu’en position 

debout, la pression moyenne s’exerçant sur la hanche d’un patient est de 0,7 MPa 

(MégaPascal). Lors d’exercices physiques, cette contrainte atteint 5-10 MPa périodique au 

niveau de la hanche, soit une charge équivalente à 3-8 fois le poids du corps (Bergmann et al., 

2001). Enfin, cette contrainte peut dépasser 20 MPa lors de mouvements physiques intenses 

comme par exemple un saut. Ces contraintes mécaniques résultent d’une combinaison 

complexe de mécanismes de tension, de forces de cisaillement et de compression ; le 

phénomène de compression étant le plus important (Wong et al., 2001). Ces contraintes 

mécaniques agissent non seulement sur la matrice extracellulaire mais aussi sur le 

métabolisme des chondrocytes. Ainsi, il a été montré que dans des conditions extrêmes, telles 

que l’immobilisation, les capacités de synthèse des chondrocytes ainsi que l’épaisseur du 

cartilage diminuaient. De même, dans les zones soumises à des contraintes maximales, 

l’équilibre entre l’anabolisme et le catabolisme du cartilage peut être perturbé, ce qui conduit 

à l’apparition de pathologies dégénératives telles que l’arthrose (Kerin et al., 2002).  

3. Lésions du cartilage 

Le caractère avasculaire du tissu explique que les capacités de réparation 

cartilagineuse sont faibles. Les lésions peuvent être d’origine traumatique ou dégénérative 

(cas de l’arthrose). Elles peuvent être superficielles ou profondes. Les possibilités de 

cicatrisation varient en fonction de l’étendue de la lésion, de son siège et de la profondeur. 

Les lésions localisées dans le cartilage superficiel apparaissent, pour la plupart, sous forme de 

fissures. Ces dernières n’atteignent pas l’os sous-chondral et par conséquent, ne génèrent 

aucune réparation tissulaire. En revanche, les lésions profondes atteignant l’os sous chondral, 

qui lui est vascularisé, entrainent un recrutement des cellules sanguines et une réparation 



Etat de l’art 
 

64 
 

tissulaire de type fibrocartilage (Shapiro et al., 1993). Ce dernier, retrouvé dans l’arthrose, 

possède alors des propriétés structurelles et fonctionnelles différentes de celles rencontrées 

dans le cartilage hyalin natif. Les chondrocytes sont capables de remplacer une perte en 

agrécanne au stade précoce, mais sont dépassés lorsque le maillage collagénique est détruit. 

La fragmentation du réseau de collagène peut être considérée comme le point de non-retour 

dans la pathologie arthrosique. De plus, le tissu cartilagineux étant un tissu non innervé, la 

dégradation tissulaire se fait de façon insidieuse. La symptomatologie n’apparait 

généralement que tardivement dans le développement de la maladie (Getgood et al., 2009). 

4. Contexte socio-économique 

Le développement de nouvelles thérapeutiques pour les maladies 

ostéoarticulaires, caractérisées par une altération progressive du cartilage, avec perte des 

propriétés mécaniques, est un enjeu médical et économique de premier plan. L’arthrose, 

maladie dégénérative du cartilage, arrive au tout premier rang des maladies articulaires (Le 

Pen et al., 2005; Musumeci et al., 2014). Cette pathologie à la fois chronique et évolutive, 

dont la prévalence peut dépasser 90% chez les personnes de plus de 70 ans, altère leur qualité 

de vie, et constitue une des principales causes de consultation médicale, de consommation 

médicamenteuse et de handicap. L’arthrose est la première cause d’incapacité physique et de 

douleurs persistantes. Il existe environ 5 millions de patients souffrant d’une arthrose 

symptomatique en France. La fréquence de cette pathologie, qui ne pourra aller qu’en 

augmentant du fait de l’allongement de l’espérance de vie, constituera un problème majeur de 

santé publique pour les années à venir. Ceci souligne l’importance de son diagnostic et de son 

dépistage précoces, et la nécessité de développer de nouvelles approches thérapeutiques pour 

prévenir ou traiter les stades peu avancés de cette pathologie associée au vieillissement. 

Actuellement, certaines stratégies thérapeutiques, reposant sur des traitements 

pharmacologiques, chirurgicaux ou de thérapie cellulaire sont utilisés afin d’éviter ou de 

retarder la pose d’une prothèse totale.  
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B. Traitements actuels des lésions cartilagineuses 

1. Traitements pharmacologiques 

Ces traitements correspondent aux traitements symptomatiques de l’arthrose, 

comprenant des anti-arthrosiques d’action lente (Chondroïtine sulfate, Diacéréine, 

Hyaluronate de sodium), des anti-inflammatoires (non stéroïdiens et corticoïdes) et des 

antalgiques permettant d’enrayer l’inflammation et de soulager la douleur, sans une véritable 

action sur la progression de la maladie arthrosique. 

2. Traitements chirurgicaux 

Ces approches chirurgicales concernent le traitement des lésions 

cartilagineuses localisées du sujet adulte jeune (< 50 ans). Elles sont généralement contre-

indiquées dans le cas d’une dégénération cartilagineuse massive (arthrose évoluée). Ces 

traitements sont nécessaires afin d’éviter le risque de voir se développer chez le sujet atteint 

de lésions cartilagineuses, une arthrose précoce difficile à traiter par des moyens autres que la 

pose de prothèse totale. Il est donc important d'intervenir aussi rapidement que possible afin 

d'éviter que le cercle vicieux du phénomène arthrosique se mette en œuvre. Hormis des 

techniques palliatives comme le lavage articulaire, certaines techniques chirurgicales 

permettent une réparation toute relative du cartilage, avec la formation d’un fibrocartilage. 

a. Forages de Pridie et microfractures 

Cette technique consiste à effectuer des forages au poinçon ou à la mèche 

dans la perte de substance cartilagineuse tous les 2 à 3 mm sur une profondeur de 3 à 4 mm     

(Figure 12). L’objectif étant de perforer la lame sous-chondrale et de stimuler l’os sous-

chondral (tissu vascularisé), de manière à recruter les cellules souches de la moelle osseuse 

sous-jacente à l’os. Ainsi, ces CS stimulées vont favoriser l’apparition d’un fibrocartilage 

permettant de combler la perte de substance depuis la profondeur jusqu’en superficie. 

Cependant, cette technique n’a pas montré de résultats très satisfaisants à long terme 

puisqu’elle génère un fibrocartilage (Von Keudell et al., 2011). 
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Figure 12: Principe de la technique des microfractures.  
L’objectif est de perforer la lame sous-chondrale et de stimuler l’os sous-chondral, de 
manière à recruter les cellules souches de la moelle osseuse sous-jacente à l’os. Ainsi, ces CS 
stimulées vont favoriser l’apparition d’un fibrocartilage permettant de combler la perte de 
substance. (d’après www.kneesurgeonbristol.co.uk). 
 

b. La mosaïcoplastie 

Cette technique consiste à prélever des petites carottes ostéochondrales, à 

un endroit du genou où le prélèvement n’a pas de conséquences, c’est-à-dire au niveau d’une 

zone non portante. Ces greffons autologues sont ensuite insérés dans la lésion de façon à 

reconstituer une surface cartilagineuse (Hangody et al., 1998) (Figure 13). Cette approche 

possède des avantages notamment liés à son faible coût, à la faible morbidité et à l’apport de 

tissu cartilagineux et autologue vivant. Néanmoins, cette technique a ses limites liées en 

particulier à la localisation et à la taille des lésions (Hangody et al., 2008). L. Hangody a 

cependant proposé récemment d’étendre cette technique aux pertes de substance 

cartilagineuse du tibia, de la rotule et de la trochlée 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Principe de la technique de la mosaïcoplastie.  
Cette technique consiste à prélever des petites carottes ostéochondrales, au niveau d’une zone 
non portante du genou. Ces greffons autologues sont ensuite insérés dans la lésion de façon à 
reconstituer une surface cartilagineuse (d’après Hangody et al., 2008). 

http://www.kneesurgeonbristol.co.uk/
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Ces traitements ne sont pas satisfaisants à long terme car ils ne permettent 

pas la synthèse d’un néo-tissu de remplacement fonctionnel. En effet, le tissu cicatriciel se 

révèle être davantage un fibrocartilage au sein duquel le chondrocyte se dédifférencie et 

adopte un phénotype fibroblastique. Par conséquent, ce tissu cicatriciel ne possède pas les 

caractéristiques morphologiques, fonctionnelles et biomécaniques du tissu natif. 

c. La thérapie cellulaire : transplantation de chondrocytes autologues 

Le principe de cette technique est la mise en culture de chondrocytes 

matures prélevés chez le receveur qui sont ensuite réinjectés dans la perte de substance 

cartilagineuse. L’étanchéité est assurée par un couvercle de périoste (Brittberg et al., 1994) 

(Figure 14) ou plus récemment grâce à l’intégration des cellules au sein d’une matrice ou 

d’une membrane. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Principe de la transplantation de chondrocytes autologues.  
Des chondrocytes sont prélevés chez le patient dans une zone saine du cartilage puis mis en 
culture et amplifiés in vitro. Ils sont ensuite réinjectés dans la perte de substance 
cartilagineuse. L’étanchéité est assurée par un couvercle de périoste (d’après Brittberg et al., 
1994). 
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Le premier temps consiste, sous arthroscopie à faire un prélèvement de 

cartilage sain dans une zone non portante du genou à l’aide d’une curette. Ce prélèvement est 

adressé à un laboratoire de culture cellulaire agréé, pour y subir une mise en culture. Les 

chondrocytes sont ainsi amplifiés pendant deux à trois semaines. Le site receveur est ensuite 

préparé et débridé. Un lambeau de périoste est prélevé et suturé sur les bords de la lésion. 

Enfin, les chondrocytes amplifiés en culture (plusieurs millions de cellules) sont injectés sous 

le lambeau périosté étanche. Les chondrocytes se mettent alors à synthétiser une matrice 

cartilagineuse permettant de combler la lésion. De bons résultats ont été obtenus sur une 

période de deux à dix ans surtout chez les jeunes patients (Marlovits et al., 2006). Cependant, 

cette technique présente certains inconvénients. Il s’agit en effet, d’une opération onéreuse et 

lourde à mettre en place aussi bien pour le patient que pour le clinicien. De plus, il existe un 

risque que les chondrocytes, cultivés en monocouche, se dédifférencient et perdent leur 

phénotype (Domm et al., 2002). Par ailleurs, l’arthroscopie révèle l’apparition d’une zone 

hypertrophique au niveau de l’implantation après quelques mois (Marlovits et al., 2006). 

Actuellement, seule la spécialité ChondroCelect®, correspondant à des 

chondrocytes autologues amplifiés ex vivo, est autorisée par l’Agence Européenne du 

Médicament (EMA) en tant que médicament de thérapie innovante.  

D’ici la fin de l’année 2014, la spécialité Chondrosphere® devrait obtenir 

son autorisation de mise sur le marché européenne comme médicament de thérapie innovante. 

Cette spécialité correspond à des sphéroïdes formés de chondrocytes autologues et 

ensemencés dans une matrice pour transplantation en vue de réparer le cartilage. Il s’agit 

d’une nouvelle génération de transplantation de chondrocytes autologues se rapprochant 

progressivement de l’ingénierie tissulaire du cartilage. Cette stratégie associant des cellules 

intégrées dans un support tridimensionnel correspond aux prémices de l’ingénierie tissulaire. 

Ces nouvelles techniques permettent une meilleure répartition spatiale des chondrocytes et 

tentent de maintenir le phénotype des chondrocytes en culture in vitro.  
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3. Conclusion 

Le choix du traitement des lésions cartilagineuses sera défini en fonction de 

plusieurs paramètres : 

 L’inefficacité ou non d’un traitement pharmacologique bien conduit. 

 L’âge du patient présentant des lésions cartilagineuses. 

 La localisation et l’étendue de la perte de substance cartilagineuse. 

 Le degré d’usure du tissu cartilagineux. 

Actuellement, il n’existe pas de prise en charge satisfaisante des lésions du 

cartilage, permettant une régénération d’un tissu cartilagineux hyalin et fonctionnel. C’est la 

raison pour laquelle les scientifiques et les cliniciens se sont orientés à la fois, vers une 

thérapie cellulaire utilisant des cellules plus précoces que sont les cellules souches, et surtout 

vers une ingénierie tissulaire du cartilage. En avril 2014, l’EMA a rendu des avis positifs sur 

le classement de deux médicaments de thérapie innovante impliqués dans le traitement des 

patholologies ostéo-articulaires. Il s’agit, tout d’abord, de MBM cell® qui correspond à une 

fraction nucléée préparée à partir de moelle osseuse autologue pour le traitement de lésions 

d’ostéoarthrose et de lésions ostéochondrales. Ce produit est classé comme « Tissue 

Engineered medicinal product ». Le second médicament de thérapie innovante classé par 

l’EMA est ARTECH® qui correspond à une suspension de cellules souches 

mésenchymateuses cultivées in vitro et associées à l’acide hyaluronique pour le traitement de 

defects cartilagineux. Ce produit est classé comme « Combined Tissue Engineered medicinal 

product ». Avec cette dernière approche, l’association cellules/matrice se rapproche 

progressivement de l’ingénierie tissulaire du cartilage. 
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C. L’ingénierie tissulaire du cartilage 

1. L’ingénierie tissulaire 

a. Définition générale 

Si certains tissus et organes se régénèrent naturellement à la suite d’un 

accident (la peau, le foie, le tissu musculaire, etc.), la plupart des tissus ne se régénère pas et 

le procédé naturel de réparation conduit à un tissu cicatriciel. Depuis le milieu des années 80, 

l’ingénierie tissulaire vise à développer, in vitro, des substituts biologiques qui vont restaurer, 

maintenir ou améliorer la fonction des tissus endommagés. Cette voie de recherche clinique et 

fondamentale repose sur l’ensemencement de cellules dans des matrices utilisées comme 

support d'adhésion, supports qui peuvent aussi véhiculer des molécules biologiquement 

actives (Figure 15) (Pelttari et al., 2009). Pour parvenir à la reconstruction du néo-tissu, 

l’ingénierie tissulaire fait appel à de nombreuses disciplines telles que la science des 

matériaux, la biologie moléculaire et cellulaire, l’ingénierie chimique ou encore la médecine. 

Les domaines d’application sont vastes, puisque l’ingénierie tissulaire pourrait être utilisée 

dans des pathologies cardiovasculaires, génito-urinaires, musculaires ou encore 

ostéoarticulaires. Il s’agit véritablement d’une stratégie thérapeutique innovante qui pourrait 

pallier certains problèmes liés à la transplantation (manque d’organes de remplacement, 

problème d’histocompatibilité). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
Figure 15: Principe de base de l'ingénierie tissulaire.  
L’ingénierie tissulaire est composée de plusieurs étapes : l’isolement des cellules à partir 
d’une biopsie tissulaire, l’expansion de ces dernières lors de culture en monocouche, 
l’ensemencement des cellules dans un biomatériau-tuteur tridimensionnel et la 
fonctionnalisation de l’ensemble afin d’obtenir un néo-tissu implantable au niveau d’une 
lésion (d’après Pelttari et al., 2009). 
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b. L’ingénierie tissulaire du cartilage 

L’ingénierie tissulaire constitue une voie de recherche prometteuse pour la 

réparation des lésions chondrales. Elle s’inspire des connaissances de l’ingénierie et des 

sciences de la vie dans le but de produire un néo-tissu cartilagineux fonctionnel. Ce néo-tissu 

sera réimplanté, chez le patient, afin de combler les lésions du tissu natif et maintenir ou 

améliorer ses fonctions au niveau articulaire. Différents paramètres interviennent dans les 

étapes de l’ingénierie tissulaire, notamment le choix des cellules, le choix des biomatériaux ou 

matrices support et la nature de la fonctionnalisation de ce biomatériau (Figure 16) (Chung 

and Burdick, 2008).  

 

 

 

 

 

 
 
Figure 16: Principe de base de l’ingénierie tissulaire adaptée au cartilage.  
(d’après Chung et al., 2008). (Flèche rouge : situation autologue ; flèche orange : situation 
allogénique). 
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2. Le choix de la source cellulaire 

a. Les cellules natives ou chondrocytes 

Le chondrocyte autologue, cellule native du tissu cartilagineux, s’est révélé 

être au départ la cellule de choix pour l’ingénierie tissulaire. En effet, en plus de ne poser 

aucun problème de rejet immunitaire après l’implantation, le chondrocyte autologue est 

capable de produire une matrice cartilagineuse riche en agrécannes et en collagène de type II. 

Cependant, le nombre limité de cellules obtenues par prélèvement autologue et le risque 

potentiellement iatrogène de ce prélèvement, ont rendu l’utilisation de ces cellules limitée. De 

plus, lors de leur amplification en monocouche, les chondrocytes se dédifférencient et 

adoptent un phénotype fibroblastique (Domm et al., 2002). La synthèse matricielle en est 

alors modifiée.  

Récemment, afin d’obtenir un plus grand nombre de cellules, une équipe a 

utilisé, dans le cadre d’un essai clinique, des chondrocytes allogéniques (Dhollander et al., 

2012). Cependant, dans un tel contexte, la disponibilité des donneurs est limitée et le risque de 

transmission de pathogènes existe. De plus, la qualité du tissu cartilagineux néoformé reste 

encore à être déterminée. C’est la raison pour laquelle, une autre source cellulaire plus 

primitive a été envisagée : les cellules souches et notamment les cellules souches 

mésenchymateuses qui semblent représenter une véritable alternative aux chondrocytes. 

b. Cellules plus précoces : les cellules souches pluripotentes 

Certaines études se sont intéressées au caractère pluripotent des CSE 

humaines et à leur capacité à se différencier vers le chondrocyte. Les CSE ont été cultivées in 

vitro seules ou associées à une matrice support afin d’induire leur différenciation 

chondrocytaire. Les cellules spécialisées ont ensuite été implantées dans des modèles animaux 

présentant des lésions cartilagineuses. En fonction du protocole utilisé, ces travaux ont montré 

des résultats très aléatoires concernant l’efficacité de différenciation ainsi que la qualité de la 

réparation cartilagineuse (Toh et al., 2011). Outre les considérations éthiques et le risque 

tumorigène, la stabilité et la reproductibilité de la différenciation chondrogénique des CSE 

reste problématique dans la perspective d’une potentielle utilisation thérapeutique de ces 

dernières. En 2012, une équipe réalise une étude avec des cellules iPS et démontre le potentiel 

de ces dernières dans la réparation cartilagineuse (Diekman et al., 2012). Cependant, en 

dehors des considérations éthiques, les cellules iPS présentent les mêmes inconvénients que 

les CSE (Johnstone et al., 2013). 
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c. Cellules plus précoces : les cellules souches multipotentes 

Une autre population de CS, les CSM, a été envisagée. Leur propriété de 

multipotence et leur capacité de différenciation vers les cellules d’origine mésodermique, et 

notamment le chondrocyte, font de ces cellules, d’excellentes candidates à la thérapie 

régénératrice du cartilage. Leur faible immunogénicité permettant d’envisager une utilisation 

allogénique, leur activité paracrine (participant à la réparation tissulaire) ainsi que l’absence 

de considérations éthiques liées à leur origine, expliquent l’intérêt que suscitent ces cellules 

en médecine régénératrice depuis maintenant près de vingt ans (Vinatier et al., 2009). De 

plus, elles possèdent un fort pouvoir d’expansion in vitro, permettant ainsi d’obtenir des lots 

de cellules en quantité suffisante pour des utilisations en ingénierie tissulaire du cartilage.  

Sous l’influence de stimuli biochimiques ou mécaniques, les CSM sont 

capables de se différencier en chondrocytes. Le suivi de la différenciation chondrocytaire ou 

chondrogénèse de ces CSM se fait par l’étude de l’expression de certains gènes d’intérêt ou de 

certaines protéines matricielles (Figure 17). Elle peut également être évaluée par l’évolution 

de l’expression des marqueurs de surface (CD) observée au cours de la différenciation (Lee et 

al., 2009). 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 17: Représentation schématique des différentes étapes de la chondrogénèse.  
La chondrogénèse se divise en 4 étapes : la phase de condensation, de différenciation, de 
maturation (synthèse matricielle) et de différenciation terminale (hypertrophie). Chacune de 
ces étapes se caractérise par l’expression de certains facteurs de transcription ou certaines 
protéines matricielles (d’après (Huselstein et al., 2012)). 
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In vitro, l’objectif est de contrôler la chondrogénèse et d’orienter les CSM 

vers un phénotype de chondrocyte, qui synthétise une matrice cartilagineuse dont la 

composition macromoléculaire est proche de celle retrouvée dans le cartilage hyalin 

physiologique. Aujourd’hui, cet objectif est un enjeu majeur dans l’utilisation des CSM en 

ingénierie tissulaire du cartilage. En effet, plusieurs études ont montré une tendance 

relativement fréquente des CSM, notamment d’origine adulte, à s’orienter plus ou moins 

rapidement vers un phénotype de chondrocyte hypertrophique (Johnstone et al., 2013). Ce 

dernier synthétise alors une MEC différente de celle présente dans le cartilage hyalin, aussi 

bien d’un point de vue biologique que mécanique.  

Aujourd’hui, les CSM de la moelle osseuse sont les cellules souches les 

plus utilisées en ingénierie tissulaire du cartilage aussi bien dans des études in vitro qu’in vivo 

chez l’animal (Georgi et al., 2014). Cependant, le prélèvement de moelle osseuse reste un 

geste douloureux, invasif et n’est pas sans risque pour le patient. De plus, il a été montré que 

la fréquence d’isolement de ces cellules est relativement faible (Pittenger et al., 1999). La 

plupart des patients concernés par des lésions cartilagineuses (notamment l’arthrose), ont un 

âge avancé. Aussi, il a été démontré que les capacités de prolifération et de différenciation des 

CSM-MO, issues de patients âgés, sont altérées (Fossett et al., 2012; Zaim et al., 2012). Par 

conséquent, l’utilisation des CSM-MO dans un contexte autologue présente certaines limites. 

Ainsi, il devient nécessaire d’identifier des sources alternatives de CSM.  

d. L’utilisation des CSM-GW en ingénierie tissulaire du cartilage 

Grâce à leurs propriétés telles que la facilité d’obtention, leur faible 

immunogénicité, leur forte capacité d’expansion in vitro ou encore leur potentiel de 

différenciation chondrogénique, les CSM-GW semblent être une source prometteuse de CSM 

pour l’ingénierie tissulaire de cartilage. Quelques études ont déjà permis de mettre en 

évidence la capacité de ces cellules à s’orienter vers un phénotype chondrocytaire lorsque ces 

dernières sont cultivées, in vitro, dans une matrice tridimensionnelle et en présence de 

facteurs de croissance  (Tableau 9). Les CSM-GW sont ensemencées dans des biomatériaux 

d’origine naturelle ou synthétiques et cultivées entre 3 et 4 semaines dans un milieu 

chondrogénique enrichi en facteurs de croissance. Au terme de la culture, les cellules 

expriment des gènes et des protéines matricielles spécifiques du tissu cartilagineux. 
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Tableau 9: Utilisation in vitro des CSM-GW en ingénierie tissulaire du cartilage. 

Biomatériaux  Fonctionnalisation  Références  

Acide polyglycolique  TGF-β1  (Wang, L. et al., 2009)  

Alcool polyvinylique-
Polycaprolactone  

TGF-β3  
BMP-2  

(Nirmal and Nair, 
2013)  

  Collagène type 1  TGF-β1  (Chen et al., 2013)  

Acide poly-L-lactique  TGF-β1  
  

(Wang, L. et al., 2011) 

 

3. Le choix du biomatériau 

Destinés à une application clinique, les biomatériaux doivent répondre à 

certaines exigences et doivent posséder, entre autres, des propriétés de biocompatibilité et de 

biodégradabilité. 

D’origine naturelle ou synthétique, homogène ou hétérogène, monophasique ou 

multiphasique, le biomatériau constitue une matrice tridimensionnelle. Cette dernière doit se 

rapprocher le plus possible des conditions physiologiques et mimer la structure naturelle du 

cartilage afin que les cellules produisent un néo-cartilage fonctionnel. Le biomatériau joue un 

rôle essentiel dans le maintien du phénotype des chondrocytes et dans l’induction de la 

différenciation des CSM en chondrocytes (Kemppainen and Hollister, 2010).  

a. Nature des biomatériaux 

Les biomatériaux utilisés dans l’ingénierie tissulaire du cartilage peuvent 

être d’origine naturelle ou synthétique.  Parmi les composés synthétiques, nous pouvons citer 

les polymères d’acides polylactique et polyglycolique, de polyéthylène glycol, de 

polycaprolactone et de polyméthacrylate de méthyle. Les supports d’origine naturelle se 

composent de collagène de type I, de fibrine, de gélatine, d’acide hyaluronique ou encore de 

polymères polysaccharidiques tels que l’alginate. Le tableau 10 regroupe les avantages et les 

inconvénients de ces principaux polymères (Tableau 10) (Puppi et al., 2010; Musumeci et al., 

2014). 
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Tableau 10: Avantages et inconvénients de certains biomatériaux utilisés dans 
l'ingénierie tissulaire du cartilage.  
(d’après Puppi et al., 2010; Musumeci et al., 2014). 

 

 

L’alginate (Alg), d’origine végétale, est un copolymère polyanionique, 

formé par des chaines de polysaccharides constituées de groupes acide guluronique et 

mannuronique. Il est soluble dans les solutions aqueuses et forme un gel stable. Ce polymère 

constitue un modèle de référence pour des études de morphologie cellulaire, de synthèse des 

protéoglycanes et de collagènes mais aussi, de mécanobiologie des chondrocytes articulaires. 

Bien que l’alginate de sodium ne soit pas un composant naturel de la matrice extracellulaire, il 

présente une structure similaire à celle des glycosaminoglycanes du cartilage (Wang, X. et al., 

2009). Plusieurs études ont déjà montré que des hydrogels à base d’alginate constituaient des 

modèles de culture tridimensionnels pertinents pour induire la chondrogénèse des CSM (Ma 

et al., 2003; Tritz-Schiavi et al., 2010)    

L’acide hyaluronique (HA) est un des composants de la MEC du cartilage 

natif. Pour l’ingénierie tissulaire, il permet d’améliorer la prolifération des cellules et leur 

attachement au biomatériau grâce à des récepteurs membranaires. Il possède non seulement 

des propriétés rhéologiques remarquables en solution notamment en terme de viscoélasticité, 

mais il a aussi une action bénéfique sur l’activité de prolifération et de synthèse des 

chondrocytes (Gigant-Huselstein et al., 2004). Ce biomatériau, extrait de tissu animal, peut 

être utilisé seul (Jakobsen et al., 2009) ou combiné avec d’autres biomatériaux. Intégré dans 
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un système de culture tridimensionnel, il a été montré que l’HA favorisait la différenciation 

chondrogénique des CSM (Chung and Burdick, 2009; Chung et al., 2014). 

b. Principaux mode de fabrication 

Les biomatériaux employés actuellement se présentent sous plusieurs 

formes : hydrogels, éponges ou maillages (Figure 18) (Chung and Burdick, 2008). 

D’un point de vue mécanique, les hydrogels présentent l’avantage d’utiliser 

l’eau de la même façon que le cartilage. Sous l’action de compression, l’eau sort de 

l’hydrogel, ce qui permet à ce dernier d’absorber le choc. Puis, une fois la contrainte relâchée, 

l’eau reprend sa place dans le matériau et celui-ci retrouve son volume initial. D’un point de 

vue biologique, les hydrogels offrent un environnement 3D suffisamment poreux pour 

permettre le transport des nutriments, le contact entre les cellules ainsi que la prolifération et 

la différenciation cellulaire. 

Ils peuvent se présenter sous forme de biomatériau injectable, sous forme 

de billes ou de moules après polymérisation. Dernièrement, notre équipe a développé un 

hydrogel à base d’alginate pulvérisé sur un support, afin d’obtenir une colonisation homogène 

des cellules au sein du biomatériau (Tritz et al., 2010). Cette technique originale permet de 

pulvériser une suspension biomatériau/cellules, couche par couche, et de reproduire ainsi une 

organisation zonale. 

 

 

Figure 18: Architectures de biomatériaux utilisés dans l'ingénierie tissulaire du 
cartilage.  
Les biomatériaux se retrouvent essentiellement sous la forme d’hydrogels, d’éponges ou de 
mailles (d’après Chung et al., 2008). 
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c. Matrice simple ou mixte, monophasique 

Les biomatériaux naturels ou synthétiques, peuvent être utilisés soit 

individuellement, soit en association pour former des matrices mixtes. De cette façon, les 

propriétés physico-chimiques et fonctionnelles des biomatériaux peuvent être améliorées. 

Récemment, une équipe a synthétisé un nouveau biomatériau, composé de collagène, 

d’hydroxyapatite (Hap) et de chondroïtine sulfate, ensemencé en CSM. Ce dernier a montré 

des propriétés mécaniques et chondrogéniques supérieures à celles rencontrées avec une 

matrice uniquement composée de collagène (Ohyabu et al., 2009). Notre équipe a montré que 

la présence d’HA au sein d’un biomatériau peut permettre de stimuler les activités biologiques 

des chondrocytes. Afin de bénéficier des avantages rhéologiques et biologiques de l’HA, ils 

l’ont associé à des hydrogels d’alginate (Gigant-Huselstein et al., 2004; Tritz-Schiavi et al., 

2010). 

d. Biomatériaux stratifiés, multiphasiques 

A l’heure actuelle, les approches développées en ingénierie tissulaire du 

cartilage reposent sur l’utilisation d’un biomatériau unique ensemencé en cellules 

(chondrocytes ou CSM) qui ne reproduit pas les différentes couches observées au sein du tissu 

(Wang, X. et al., 2009). Leur utilisation se limiterait donc aux réparations superficielles du 

cartilage. Afin d’étendre les potentialités de l’ingénierie tissulaire aux lésions profondes, la 

construction de nouveaux biomatériaux est apparue. Ces derniers deviennent stratifiés et 

multiphasiques afin de mimer l’organisation zonale du cartilage et de reproduire, in fine, la 

composition naturelle du tissu (Liu et al., 2013). 

Deux grandes stratégies concernant une construction zonale sont décrites dans la 

littérature (Klein et al., 2009; Liu et al., 2013): 

 La première consiste à ensemencer des cellules différentes dans des couches de 

biomatériau de composition identique. Dans cette approche, les cellules, de 

phénotypes différents, vont synthétiser une MEC spécifique. En 2003,  Kim et al. a 

utilisé des sous-populations chondrocytaires issues des différentes couches 

cartilagineuses (superficielle, moyenne, profonde) dans un polymère synthétique 

(Kim et al., 2003). 

 La seconde consiste à ensemencer des cellules identiques (chondrocytes ou CSM) 

dans des couches de biomatériaux de composition différente. La spécificité du 
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biomatériau doit guider la différenciation des cellules vers un phénotype spécifique 

(Zhou et al., 2011). Ainsi, Kon et al. a mis au point un biomatériau triphasique 

composé de collagène de type I et d’hydroxyapatite en proportion différente en 

fonction des strates. Les auteurs tentent ainsi, de mimer la MEC  cartilagineuse et 

sous-chondrale (Kon et al., 2009). 

Quel que soit le type de biomatériau, il est souvent nécessaire de le 

fonctionnaliser afin d’orienter la différenciation cellulaire ou de permettre la synthèse d’une 

matrice extracellulaire proche de celle observée in vivo.  

4. Fonctionnalisation du biomatériau 

Cette fonctionnalisation du système cellules/matrices se fait par l’apport de 

stimulations biochimiques et/ou physiques et en présence de facteurs environnementaux 

particuliers. Elle tente ainsi de reproduire les conditions naturelles dans lesquelles se trouve le 

tissu cartilagineux. La fonctionnalisation permet aux cellules d’orienter leur différenciation 

(pour les CSM) mais aussi d’améliorer l’activité métabolique et par conséquent, la synthèse 

matricielle des cellules résidentes. 

a. Fonctionnalisation par voie biochimique 

De nombreux facteurs biochimiques tels que les facteurs de croissance, les 

vitamines (acide ascorbique), les hormones (dexaméthasone),  jouent un rôle essentiel dans le 

maintien du phénotype des chondrocytes et l’induction de la différenciation des CSM en 

chondrocytes. Parmi ces facteurs de croissance, la superfamille du TGF-β (Transforming 

Growth Factor-β) comportant les TGF-β, les BMPs (Bone Morphogenic Proteins), les 

activines et les inhibines ont montré des effets chondroinductifs importants sur les CSM et 

améliorent la synthèse de la MEC (Chen et al., 2014). Bien que le TGF-β1 (Elder et al., 2009) 

et la BMP-2 (Freyria et al., 2008) possèdent des propriétés chondrogéniques notables, le TGF-

β3 a montré une plus grande capacité à induire la chondrogénèse des CSM et à augmenter 

l’expression du collagène de type II et des agrécanes (Chen et al., 2011). Les facteurs de 

croissance peuvent être utilisés seuls, en combinaison ou de façon alternative afin d’améliorer 

la synthèse matricielle. Une étude relativement récente a montré que la combinaison de 3 

facteurs (TGF-β3, BMP-2 et IGF-1 (Insulin Growth Factor-1) favorisée davantage la 

chondrogénèse des CSM et la production du collagène de type II, en comparaison avec 

l’utilisation de  TGF-β3 seul, TGF-β3 + BMP-2 ou TGF-β3 + IGF-1 (Abukawa et al., 2013). 
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Des études très récentes ont montré que la transfection de gènes codant 

pour ces facteurs de croissance (TGF-β1, IGF-1, etc.) au niveau de CSM augmentait leur 

capacité de différenciation chondrogénique (Ahmed and Hincke, 2014; Chen et al., 2014). 

b. Fonctionnalisation par stimulations physiques 

Le cartilage est soumis en permanence à plusieurs types de contraintes 

mécaniques. La contrainte principale est la compression, engendrant, elle-même, d’autres 

contraintes (flux de liquides, contraintes de cisaillement, d’étirement et pressions 

hydrostatiques) (Greene et al., 2010; Ahmed and Hincke, 2014). La composition et 

l’organisation du cartilage lui procurent des propriétés de résistance mécanique importantes 

face aux sollicitations subies. De plus, ces contraintes mécaniques ont un effet bénéfique sur 

la qualité du tissu cartilagineux. En revanche, si ces contraintes sont en excès (obésité, 

vieillissement, accident), le cartilage, incapable de se régénérer efficacement, peut devenir 

pathologique. Dans le domaine de l’ingénierie tissulaire du cartilage, trois principaux types de 

contraintes mécaniques sont utilisés dans le but de fonctionnaliser le système cellules/matrice. 

Il s’agit de la compression, de la pression hydrostatique et du cisaillement au sein de 

bioréacteurs (Chung and Burdick, 2008; Chen et al., 2014). La compression est la contrainte 

la plus importante au niveau de l’articulation et par conséquent, la plus étudiée in vitro 

(Steinmetz and Bryant, 2011). Il a été montré que la compression dynamique appliquée sur 

différentes constructions cellulaires, stimulait la différenciation ainsi que l’activité de 

biosynthèse des cellules (Xie et al., 2007). Cette compression dynamique augmenterait 

également les propriétés mécaniques des biosystèmes cellules/matrice (Huang, A. H. et al., 

2010). De nombreuses stimulations physiques apportées au système cellules/matrice telles que 

la compression dynamique (Jung et al., 2009), le cisaillement (Schatti et al., 2011), le flux 

liquidique (Alves da Silva et al., 2011), la pression hydrostatique (McMahon et al., 2008), des 

ultrasons à faible intensité (Ebisawa et al., 2004) ou encore un champ électromagnétique 

pulsé (Esposito et al., 2013) a permis de stimuler la différenciation chondrogénique des CSM. 

En plus des contraintes mécaniques, il a été montré que des facteurs 

environnementaux comme l’hypoxie, influence la capacité chondrogénique des CSM. En 

effet, l’environnement hypoxique, retrouvé physiologiquement au sein du cartilage, améliore, 

en culture in vitro, la différenciation chondrocytaire de CSM ensemencées dans une matrice 

tridimensionnelle (Duval et al., 2012). 
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Objectifs de la thèse 
 

Dans la première partie de ce travail, nous avons réalisé une large caractérisation des 

CSM issues de la gelée de Wharton, tout d’abord in situ, puis, dans un second temps, in vitro 

au cours de leur amplification et en comparaison avec les CSM-MO. Nous avons également 

étudié l’impact de la concentration en oxygène, au cours de l’amplification, sur les propriétés 

des CSM-GW. L’objectif de cette étude est de définir des conditions de culture optimales des 

CSM-GW dans la perspective d’une utilisation clinique de ces dernières.  

Parallèlement, nous avons soulevé l’hypothèse que des facteurs obstétricaux peuvent 

avoir un impact sur l’expansion des CSM-GW et leur potentiel de différenciation 

chondrocytaire et nous avons souhaité identifier ces paramètres. L’objectif consiste à 

déterminer s’il est possible de privilégier l’utilisation de certains cordons pour une médecine 

régénératrice du cartilage. 

Dans la deuxième grande partie de notre travail, nous nous sommes intéressés aux 

potentialités des CSM-GW en ingénierie tissulaire du cartilage. Ainsi, nous avons proposé, 

pour la première fois, d’évaluer le potentiel chondrogénique de CSM-GW ensemencées dans 

une matrice support composée d’un hydrogel d’alginate enrichi en acide hyaluronique. Les 

hydrogels ont été construits par une méthode originale de pulvérisation. L’objectif principal 

de cette étude est d’évaluer la différenciation chondrogénique des CSM-GW cultivées dans un 

environnement tridimensionnel, en absence de facteur de croissance et en comparaison avec 

les CSM-MO. 

Enfin, parallèlement à tous ces travaux, nous nous sommes également intéressés aux 

aspects réglementaires qui encadrent l’utilisation thérapeutique ou scientifique des cellules 

souches en France.  

Toutes les études que nous avons menées, au cours de ma thèse, et notamment celles 

qui se sont intéressées au potentiel chondrogénique des CSM-GW, ont été réalisées en 

parallèle (Figure 19). C’est la raison pour laquelle, certaines conditions de cultures utilisées 

pour la différenciation chondrocytaire (en particulier la teneur en oxygène) peuvent être 

différentes d’une étude à l’autre. 
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Figure 19 : Représentation schématique des différents objectifs de la thèse. 
Comme le montre ce schéma, toutes les études menées au cours de ma thèse ont été réalisées 
en parallèle. 
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Résultats 
 

I- CARACTERISATION FINE DES CELLULES STROMALES/SOUCHES 

MESENCHYMATEUSES ISSUES DE LA GELEE DE WHARTON 

 

ARTICLE 1: 

Mesenchymal stem cells derived from Wharton’s jelly: Comparative phenotype analysis 

between tissue and in vitro expansion. 

Talar Margossian, Loïc Reppel, Norman Makdissy, Jean-François Stoltz, Danièle 

Bensoussan, Céline Huselstein. 

Bio-Medical Materials and Engineering, 2012, 22: 243-254. 

 

Ce travail a été réalisé, au sein de notre équipe de recherche, lors de ma première 

année de thèse d’Université. Il a également été intégré dans le travail de la thèse d’Université 

de Talar Margossian intitulée : « Caractérisation des cellules souches mésenchymateuses du 

sang placentaire et de la gelée de Wharton », soutenue le 25 mars 2013. Il a pour objectif la 

caractérisation phénotypique in situ des cellules stromales présentes au sein de la gelée de 

Wharton. Un isolement de ces cellules stromales a également été réalisé par une méthode de 

digestion enzymatique afin d’estimer la densité cellulaire par centimètre de cordon ombilical. 

Ce travail m’a permis de m’initier et de mettre en pratique le marquage in situ et de me 

familiariser avec les différentes techniques d’isolement des cellules de la gelée de Wharton. 

Ce marquage in situ a ensuite été observé par microscopie confocale grâce à la collaboration 

de la « PlaTeforme d’Imagerie et de Biophysique Cellulaire et Tissulaire IBISA » (FR3209 

CNRS – PTIBC IBISA Nancy, France).  

METHODOLOGIE : 

Les cordons ombilicaux (n ≥ 3) ont été recueillis par la Maternité Régionale 

Universitaire du CHU de Nancy entre 2010 et 2011. L’acheminement de ces derniers vers le 

laboratoire est encadré par une convention signée entre la faculté de médecine, la maternité et 

le CHU. A cette époque, ces derniers sont encore considérés comme des déchets opératoires 
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dont le don est soumis au régime de « non opposition » et ne nécessite pas le consentement  

des mères donneuses.  

L’analyse phénotypique in situ est réalisée sur des coupes transversales de cordons 

ombilicaux. La recherche des marqueurs caractérisant les CSM, tels que CD73, CD90, 

CD105, CD146, CD164 et CD166, CD271 est effectuée à l’aide d’anticorps spécifiques 

couplés à un fluorochrome. Parallèlement, un marquage fluorescent de l’actine est réalisé afin 

de visualiser et confirmer la présence de cellules au sein du tissu ombilical. L’émission de 

fluorescence a ensuite été détectée par microscopie confocale.   

Afin d’évaluer la densité cellulaire présente au sein du tissu ombilical, les cellules de 

la gelée de Wharton ont été isolées par une méthode enzymatique sur des morceaux de 

cordons ombilicaux de longueur connue. Après retrait des vaisseaux ombilicaux, la gelée de 

Wharton est isolée puis digérée à l’aide de la collagénase de type 1 pendant 16°C à 37°C. Les 

cellules obtenues sont ensuite comptées et ensemencées dans des boites de culture in vitro. 

Après 24 heures, les cellules qui ont adhéré au support (caractéristique des CSM), sont 

décollées à l’aide de la trypsine, puis de nouveau comptées. 

RESULTATS ET CONCLUSIONS :  

L’analyse phénotypique in situ a permis, d’une part, de démontrer la présence de 

cellules exprimant les marqueurs mésenchymateux au sein du tissu ombilical et d’autre part, 

de distinguer deux zones au niveau de ce dernier : une zone péri-vasculaire et une zone inter-

vasculaire. Au sein de chacune des zones, l’expression de certains marqueurs peut varier. En 

effet, la proportion de cellules exprimant CD271, CD105, CD166 et surtout CD73 semble 

plus faible au niveau péri-vasculaire. En revanche, dans cette zone, un plus grand nombre de 

cellules CD146+ est détecté. Dans cet article, publié en 2012, nous avons émis l’hypothèse 

que cette différence phénotypique in situ pouvait être prédictive du comportement des cellules 

en culture in vitro. 

Après digestion enzymatique de la gelée de Wharton, 7,80 ± 0,20. 105 cellules par 

centimètre de cordon ont pu être isolées. Les cellules sont ensuite mises en culture in vitro 

pendant 24 heures. Les cellules adhérentes sont ensuite détachées de leur support et 6,64 ± 

0,18. 105 cellules par centimètre de cordon ont été recueillies. Ainsi, sur une longueur 

moyenne de 25 cm de cordon ombilical, il serait possible d’obtenir jusqu’à 17 millions de 

cellules stromales adhérentes. 
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ARTICLE 2: 

Hypoxic Culture Conditions for Mesenchymal Stromal/Stem Cells from Wharton’s Jelly: A 

Critical Parameter to Consider in a Therapeutic Context. 

Loïc Reppel, Talar Margossian, Layale Yaghi, Philippe Moreau, Nathalie Mercier, Léonore 

Léger, Sébastien Hupont, Jean-François Stoltz, Danièle Bensoussan, Céline Huselstein. 

Current Stem Cell Research & Therapy, 2014, 9 (4): 306-318. 

 

Ce travail a été réalisé au cours de mes deux premières années de thèse et a permis de 

réaliser une caractérisation étendue des CSM-GW au cours de leur expansion en culture in 

vitro, des passages 1 à 7 (P1 à P7), et en comparaison avec les CSM-MO (utilisées comme 

contrôle). Nous avons également étudié l’impact de la concentration en oxygène, au cours de 

l’expansion, sur les propriétés des CSM-GW. Les différents paramètres étudiés sont la 

capacité proliférative, l’auto-renouvellement, le phénotype, le potentiel de différenciation vers 

la lignée mésodermique ainsi que l’expression d’une molécule immuno-modulatrice HLA-G. 

L’objectif de cette étude est de définir des conditions de culture optimales des CSM-GW dans 

la perspective d’une utilisation clinique de ces dernières. Ce travail a fait l’objet de plusieurs 

collaborations. Tout d’abord, l’étude de l’expression génique d’HLA-G a été réalisée en lien 

avec le Docteur Philippe Moreau du service de recherches en hémato-immunologie (CEA) de 

l’hôpital Saint-Louis à Paris. L’étude de l’expression des gènes de pluripotence a pu être 

réalisée grâce à la collaboration des Docteurs Wattenhofer-Donze et Puccio (IGBMC, Illkirch, 

France) qui ont apporté leur expertise dans ce domaine. Ensuite, la technique de détection de 

l’activité télomérase m’a été transmise par le Docteur Nathalie Mercier du laboratoire 

INSERM U1116 de la faculté de médecine de Nancy. Enfin, l’exploration des colorations 

histologiques a pu être réalisée grâce à  la « PlaTeforme d’Imagerie et de Biophysique 

Cellulaire et Tissulaire IBISA » (FR3209 CNRS – PTIBC IBISA Nancy, France). 

 

METHODOLOGIE : 

Les cordons ombilicaux (n ≥ 3) ont été recueillis comme décrit pour le premier article. 

En revanche, dans le but de diminuer le risque de contamination par des cellules endothéliales 

de la veine ombilicale ou des cellules de l’épithélium amniotique, une méthode d’isolement 

mécanique légèrement différente a été réalisée. Contrairement à la méthode d’isolement 
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décrite dans le premier article, ici, l’épithélium amniotique, représenté par une fine membrane 

transparente est enlevé. De plus, la veine ombilicale est retirée dans son ensemble et aucune 

incision n’est réalisée dans cette dernière. Les différentes étapes de la méthode sont détaillées 

dans la figure suivante (Figure 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 20: Isolement des CSM-GW par méthode non enzymatique: méthode dite des 
« explants ».  
Image 8 : Indentification des cellules adhérentes après 14 jours de culture. Marquage de 
l’actine par la phalloïdine couplée à Alexa Fluor 488 (vert) et marquage des noyaux par le 
DAPI (bleu). L’émission de fluorescence a été détectée par microscopie de fluorescence 
(DMI3000B, Leica ; objectif X10). Echelle : 100µm. 
 

 Une fois isolées, les CSM-GW sont cultivées et amplifiées in vitro en normoxie (21 

% O2) ou en hypoxie (5% O2) jusqu’au septième passage. Différents paramètres sont alors 

évalués à P1, P3, P5 et P7, tels que le doublement de population et le temps de culture, la 

capacité clonogénique, l’expression de gènes de pluripotence, l’activité télomérase, le 

phénotype ou encore l’expression d’HLA-G.  La différenciation mésodermique est réalisée 

uniquement en normoxie et en présence de milieux de cultures spécifiques. Les 

différenciations adipogéniques et ostéogéniques sont réalisées en monocouche durant 21 jours 

alors que la différenciation chondrocytaire est évaluée à partir d’un système de culture en 
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micromasse durant 28 jours. Au terme de cette dernière différenciation, nous avons pu évaluer 

la synthèse matricielle par quantification des images de colorations histologiques. Les CSM-

MO sont utilisées comme contrôle à un passage précoce (P1) et avancé (P5). 
 

RESULTATS ET CONCLUSIONS : 

Dans un premier temps, notre travail a permis de mettre en évidence des différences 

entre les CSM-GW et les CSM-MO en termes de prolifération et de différenciation 

adipogénique. En effet, l’activité télomérase et l’expression du gène de pluripotence Oct-4 

(Figure 21), respectivement associées à la capacité proliférative et à l’auto-renouvellement 

cellulaire, se sont révélées être, pour un même passage (P1 et/ou P5), plus importantes au 

niveau des CSM-GW. De plus, nous avons constaté, aussi bien à l’échelle transcriptionnelle 

que cellulaire, qu’il est difficile d’orienter les CSM-GW vers une différenciation 

adipogénique contrairement aux CSM-MO. 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 21 : Analyse par RT-PCR de l’expression des gènes de pluripotence : Oct-4A, 
Nanog et Sox2. 
Quels que soient le passage, les conditions de culture ou la source de CSM, aucune 
expression de Nanog et de Sox2 n’est détectée au niveau des CSM. En revanche, les CSM-GW 
expriment davantage Oct-4A par rapport aux CSM-MO à P1 (p<0,05) et P5. Il est à noter 
que cette expression reste faible par rapport à celle retrouvée au niveau des CSE (Cellules 
Souches Embryonnaires). 

 
Ensuite, nous avons montré que l’hypoxie possède un effet bénéfique sur le potentiel 

de prolifération, la capacité clonogénique et dans une moindre mesure, sur l’expression 

d’HLA-G des CSM-GW au cours de leur amplification in vitro. De plus, nous avons rapporté, 

pour la première fois, que les conditions hypoxiques, lors de l’expansion des CSM-GW, 

contribuent à une augmentation de la synthèse matricielle au cours de la différenciation 

chondrogénique.  
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Enfin, cette étude a permis une large caractérisation des CSM-GW au cours des 

différents passages. Ainsi, nous avons montré une augmentation de la prolifération cellulaire à 

P3 et P5 par rapport à P1. Parallèlement, l’activité télomérase se trouve également augmentée 

à P3 et P5 par rapport à P1 et confirme le lien entre une activité télomérase active et la 

capacité proliférative des cellules. Contrairement à la différenciation ostéogénique qui semble 

diminuer à P7, cette étude a montré, par des colorations histologiques ainsi qu’un marquage 

immuno-fluorescent du collagène de type 2, un maintien de la capacité de différenciation 

chondrogénique des CSM-GW au cours des passages (jusqu’à P7) (Figure 22). L’analyse des 

gènes d’intérêt impliqués dans la chondrogénèse a également été effectuée au cours des 

passages. Cependant, l’expression de ces gènes retrouvée au niveau des micromasses 

contrôles (probablement due à une différenciation chondrogénique induite par un 

environnement de culture tridimensionnel) a rendu difficile l’analyse de ces données 

transcriptionnelles. 

 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 22: Maintien du potentiel chondrogénique des CSM-GW au cours de 
l’amplification (de P1 à P7). 
Marquage immuno-fluorescent du collagène de type 2 (vert). Marquage des noyaux au DAPI 
(bleu). L’émission de fluorescence a été détectée par microscopie de fluorescence (DMI 
3000B, Leica ; objectif X10). Echelle : 100µm. 
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En conclusion, notre travail a démontré que les CSM-GW peuvent représenter une 

source alternative de CSM avec un potentiel de prolifération jusqu’à P7 plus important que 

celui des CSM-MO. Les capacités de différenciations mésodermiques sont conservées, 

comparées aux CSM-MO, sauf pour la différenciation adipogénique. Des variations sur les 

différenciations ostéogéniques et chondrogéniques sont observées en fonction des passages. 

Enfin, l’hypoxie, au cours de l’amplification, est un paramètre à prendre en considération au 

regard du potentiel de prolifération et de différenciation chondrocytaire des CSM-GW. 
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Hypoxic Culture Conditions for Mesenchymal Stromal/Stem Cells from 
Wharton’s Jelly: A Critical Parameter to Consider in a Therapeutic 
Context 

Loïc Reppel1,2,3,*, Talar Margossian1,3, Layale Yaghi4,5, Philippe Moreau4,5, Nathalie Mercier3,6, 
Léonore Leger1,3 , Sébastien Hupont7, Jean-François Stoltz1,2,3, Danièle Bensoussan1,2,3 and 
Céline Huselstein1,3 
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Abstract: Mesenchymal Stromal/Stem Cells from human Wharton’s jelly (WJ-MSC) are an abundant and interesting 

source of stem cells for applications in cell and tissue engineering. Their fetal origin confers specific characteristics com-

pared to Mesenchymal Stromal/Stem Cells isolated from human bone marrow (BM-MSC). The aim of this work was to 

optimize WJ-MSC culture conditions for their subsequent clinical use. We focused on the influence of oxygen concentra-

tion during monolayer expansion on several parameters to characterize MSC. Our work distinguished WJ-MSC from BM-

MSC in terms of proliferation, telomerase activity and adipogenic differentiation. We also showed that hypoxia had a 

beneficial effect on proliferation potential, clonogenic capacity and to a lesser extent, on HLA-G expression of WJ-MSC 

during their expansion. Moreover, we reported for the first time an increase in chondrogenic differentiation when WJ-

MSC were expanded under hypoxia. In an allogeneic therapeutic context, production of clinical batches requires generat-

ing high numbers of MSC whilst maintaining the cells’ properties. Considering our results, hypoxia will be an important 

parameter to take into account. In addition, the clinical use of WJ-MSC would provide significant numbers of cells with 

maintenance of their proliferation and differentiation potential, particularly their chondrogenic potential. Due to their 

chondrogenic differentiation potential, WJ-MSC promise to be an interesting source of MSC for cell therapy or tissue en-

gineering for cartilage repair and/or regeneration. 

Keywords: Bone marrow, differentiation, expansion, hypoxia, mesenchymal stromal/stem cells, Wharton’s jelly. 

INTRODUCTION 

Due to their capacity for self-renewal, their ability to dif-
ferentiate into multiple lineages [1] and their immunomodu-
latory properties [2, 3], Mesenchymal Stromal/Stem Cells 
(MSC) are promising tools for new tissue and cell engineer-
ing developments for regenerative medicine and other clini-
cal applications. Moreover, a strong paracrine activity of 
these cells has been described [4-6]. MSC synthesize and 
secrete many soluble mediators, including cytokines, 
chemokines and growth factors [7], which, along with their 
secretory phenotypes, provide a microenvironment for vari-
ous mechanisms, including tissue repair [8, 9], homing 
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E-mail: loic.reppel@univ-lorraine.fr 

ability [10], trophic role [11, 12] and also contribute to the 
immunoregulatory properties (of these cells).  

Bone marrow is usually regarded as the most common 
source of adult MSC [13]. However, bone marrow collection 
is a painful and invasive procedure with the possibility of 
donor site damage. In addition, it has been demonstrated that 
the number of available bone marrow MSC (BM-MSC) is 
quite low in this compartment (0.001% to 0.01% of all bone 
marrow mononuclear cells) [1], and their differentiation po-
tential and proliferation capacity decrease with age [14, 15]. 
Consequently, the use of autologous BM-MSC for tissue 
repair, which in some indications concerns elderly patients, 
has certain limits. Thus, identifying alternative sources of 
MSC would be very helpful.  

In 1991, fibroblast-like cells were isolated from Whar-
ton’s jelly [16], the mucoid connective tissue of the human 
umbilical cord. These cells have MSC properties [17, 18] 
according to the minimal criteria proposed by the Interna-
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tional Society for Cellular Therapy [19]. Mesenchymal 
Stromal/Stem Cells from human Wharton’s jelly (WJ-
MSC) adhere to plastic, express MSC surface markers 
(such as CD73, CD90, CD105) but not hematopoietic 
markers (CD34, CD45) nor class II human leukocyte anti-
gen (HLA-DR). They are able to differentiate into cells of 
mesodermal origin, including adipogenic, osteogenic and 
chondrogenic lineages [20]. Moreover, they are sometimes 
associated with an intermediate phenotype between embry-
onic and adult stem cells. But, unlike the embryo, the um-
bilical cord is not an ethically controversial source of stem 
cells. Briefly, WJ-MSC maintain long telomeres even after 
multiple passages [21], suggesting presence of telomerase 
activity also reported in embryonic stem cells. In addition, 
they show low expression of pluripotent stem cell markers 
(Oct-4, Nanog, Sox2) [21, 22]. Hence, they represent an 
abundant and interesting source of stem cells for applica-
tions in cell and tissue engineering [23]. Compared to BM-
MSC, their fetal origin confers specific characteristics. 
Since their first identification, a limited number of studies 
have been performed, especially aiming to characterize WJ-
MSC during their in vitro expansion. 

In this study, we report a wide, systematic characteriza-
tion of WJ-MSC during monolayer expansion, from passage 
1 to passage 7, and a comparison with standard BM-MSC. 
Different analyses were performed at membrane, molecular 
and functional levels. We focused primarily on proliferative 
capacity, self-renewal, differentiation potential and immu-
nomodulatory properties exclusively related to HLA-G. As 
most stem cells require low oxygen environments, since hy-
poxia seems to play a regulatory role in the maintenance of 
stemness [24, 25], we also studied, during monolayer expan-
sion, the impact of two different oxygen concentrations on 

all the previously mentioned parameters, including meso-
dermal differentiation. The originality of this study is based 
on the fact that cell expansion was carried out either in nor-
moxic and hypoxic conditions, whereas cell differentiation 
was always performed in normoxia (Fig. 1). 

The conclusions of this work should allow us to define 
the optimal culture conditions of WJ-MSC for clinical use. 

MATERIALS AND METHODS 

Isolation and Culture of WJ-MSC 

Human umbilical cords were collected at the Regional 
Maternity of Nancy after the mothers’ informed consent and 
complied with national legislation regarding human samples 
collection, manipulation and personal data protection. Um-
bilical cord samples were collected in 2011 and were re-
garded as surgical waste. Therefore, following the opinion of 
an ethics committee of Nancy Hospital, no authorization of 
this committee was necessary for umbilical cords collection. 
Umbilical cord samples were rinsed with 70% ethanol and 
Hanks’ balanced salt solution (HBSS). To perform MSC 
isolation, the umbilical cord vessels were removed and 
Wharton’s jelly aseptically cut into small pieces (2 to 3 mm3) 
which were plated in a six-well plate with complete medium 
(Minimal Eagle Medium ( -MEM; Lonza, Walkersville, 
MD, USA) with 10% fetal bovine serum, glutamine 2 mM, 
penicillin 100 IU/mL, streptomycin 100 g/mL and ampho-
tericin B 2.5 g/mL). They were incubated at 37°C under a 
humidified atmosphere with 5% CO2 in either 21% O2 (nor-
moxia) or 5% O2 (hypoxia). In hypoxia, the cells were incu-
bated in a tri-gas incubator (MCO-18M, Sanyo) with humidi-
fied gas mixtures of composition 5% O2, 5% CO2 and 95% 
N2. After 7 days of contact with plastic surface, as enough 

 

Fig. (1). Illustration of protocols used to evaluate mesodermal differentiation potential of MSC after expansion under normoxic or hypoxic 

conditions. Adipogenic and osteogenic differentiation was performed in monolayer cultures during 21 days. For chondrogenic differentia-

tion, cells were grown as high-density pellets during 28 days. Abbreviations: P, passage; N, normoxia; H, hypoxia; BM-MSC, bone marrow 

mesenchymal stromal/stem cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal stromal/stem cells. 

21 days 28 days
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adherent cells were obtained the pieces were removed, the 
medium replaced and cultures continued until cell subcon-
fluence (80-90%). After 2 weeks, WJ-MSC were harvested 
with 0.25% Trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 
USA) and grown up to passage 7 (P7). At each passage, 
MSC were counted and seeded at 1000 cells/cm2. Different 
parameters were evaluated at P1, P3, P5 and P7. 

Isolation and Culture of BM-MSC 

BM-MSC were isolated from human bone marrow ob-
tained from total hip or knee replacement surgery after the 
patients’ informed consent and complied with national legis-
lation regarding human samples collection, manipulation and 
personal data protection. Bone marrow obtained from total 
hip or knee replacement surgery was also considered as sur-
gical waste and no authorization of an ethics committee was 
required for its collection. Bone marrow was aspirated and 
diluted in HBSS. Then, nuclear cells were counted and the 
cell suspension was seeded at 50 000 nuclear cells/cm2 with 
complete medium. BM-MSC were cultivated up to subcon-
fluence, (P0), and harvested with Trypsin-EDTA. They were 
seeded with complete medium at 1 000 cells/cm2 and grown 
until P5. BM-MSC were only used as a standard control at 
an early and a late passage, P1 and P5 respectively. 

Culture of JEG-3 and U251MG Cell Lines 

JEG-3 human choriocarcinoma cell line (positive control 
for HLA-G expression) was from ATCC (Molsheim, 
France). U251MG human glioblastoma cell line (negative 
control for HLA-G expression) was provided by Dr H. 
Wiendl (Department of Neurology, University of 
Wuerzburg, Wuerzburg, Germany) and was initially from Dr 
N. de Tribolet’s laboratory (Neurosurgical Service, Centre 
Hospitalier Universitaire, Vaudois, Lausanne, Switzerland). 
Both cell lines were maintained in DMEM medium supple-
mented with Glutamax-I (Invitrogen, Cergy Pontoise, 
France), 10% heat-inactivated FCS, fungizone (250 g/L, 
Invitrogen) and gentamicin (10mg/L, Invitrogen).  

Cumulative Population Doubling and Culture Time  

The proliferation potential of WJ-MSC during monolayer 
expansion was determined by the population doubling (PD), 
according to the following formula: PD = [log10(NH)-
log10(NI)]/log10(2), where NH is the Harvested cell Num-
ber and NI is the Inoculum cell Number [26]. The cumula-
tive population doubling was calculated by adding the PD for 
each passage to the PD of the previous passages. Cells were 
expanded to approximately 80-90% confluence, detached 
with 0.25% trypsin/EDTA, counted and reseeded at the same 
concentration of 1000 cells/cm

2 up to P7. The culture time 
between each passage was also determined but according to 
the WJ-MSC isolation technique, PD and culture time were 
evaluated from P1 to P7. 

Clonogenicity Assays 

For colony-forming-unit fibroblast (CFU-F) assays, WJ-
MSC were seeded in a six-well plate, at 10 cells/cm2 and in 
triplicates. They were cultured in complete medium for 10 
days in either normoxic or hypoxic conditions. Then, they 
were washed with PBS, stained with Cristal Violet solution 

(Sigma) and rinsed with water. CFU-Fs of more than 50 cells 
were scored and data expressed as total colony number per 
100 cells. 

Telomerase Activity 

MSC were collected, rinsed with PBS and stored at -
80°C. Telomerase activity was measured using a quantitative 
telomerase detection kit (Allied Biotech, Inc., Vallejo, CA, 
USA) as previously described [27]. Briefly, frozen cells were 
suspended in ice-cold lysis buffer, incubated on ice for 30 
min, and centrifuged at 12 000 g for 30 min. at 4oC. The su-
pernatant was used to measure activity and determine protein 
content. The real-time PCR was performed with 0.40 μg of 
protein. As a negative control, each sample was also tested 
after heat inactivation. A control template standard curve 
allowed the calculation of the amount of template with te-
lomeric repeat generated by telomerase. Telomerase activity 
was expressed as a percent of the positive control (HeLa 
cells activity value set to 100%). 

Immunofluorescence Staining 

To perform phenotypic analysis, MSC were stained as 
previously described [28] and 10 000 events were counted by 
FACSCanto I flow cytometer (BD Biosciences, San Diego, 
CA, USA). The expression of MSC markers (CD73-PE, 
CD90-PE, CD105-PE, CD166-PE, CD29-FITC and CD44-
FITC), hematopoietic lineage markers (CD34-PE, CD45-
FITC) and immunogenicity markers (HLA-DR-FITC) were 
assessed.  

HLA-G protein expression was studied by indirect stain-
ing and evaluated both by flow cytometry and confocal mi-
croscopy. Confocal observations of samples were carried out 
with a LEICA TCS SPX AOBS CLSM. Images at a 0.305 
micrometer sidelength square pixel size were obtained for 
each case in 512 x 512 matrices at x40 magnification (nu-
merical aperture = 0.8) of the CLSM. Fluorescence emis-
sions were recorded within an Airy disk confocal pinhole 
setting (Airy 1). Cells were washed in PBS, fixed in para-
formaldehyde 3% for 30 min. and permeabilized by incuba-
tion at 4°C for 10 min. with 0.1% Triton X-100 (Sigma). 
Anti-human HLA-G mouse IgG1 monoclonal antibody 4H84 
1:100 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 
which has been reported to react with all HLA-G isoforms 
(soluble and membrane-bound isoforms), was applied for 30 
min. at 4°C. After a washing step, cells were incubated with 
the anti-mouse Alexa Fluor 488 secondary antibody 1:100 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) for 30 min. at 4°C. For 
confocal observation, cells were cultivated in 8-well Lab-
Tek

® (Nunc, Rochester, NY, USA) and nuclei were stained 
by To-pro-3 (10 M; Invitrogen). Negative and isotype con-
trols were performed. Choriocarcinoma cells JEG-3 were 
used as a positive control.  

Mesodermal Differentiation Potential  

Differentiation potential of WJ-MSC was evaluated in 
normoxia (37°C, 5% CO2) with WJ-MSC cells expanded 
either in normoxia or hypoxia (Fig. 1). Osteogenic and chon-
drogenic differentiation potential was assessed at P1, P3, P5, 
and P7 and adipogenic differentiation potential at P1 and P5. 
BM-MSC expanded in normoxic conditions were used as 
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controls at P1 and P5. Adipogenic and osteogenic differen-
tiations were performed according to the manufacturer’s 
instructions (Differentiation Media BulletKits, Lonza). To 
induce osteogenesis, MSC were seeded at 3.1 x 103 cells/cm2 
in complete medium in a 12-well plate. After 24 hours, the 
Osteogenesis Induction Medium (Lonza) was added to the 
adherent cells, the medium was replaced twice a week and 
the differentiation was carried on until 21 days. MSC control 
consisted in cultivating the cells with only basal medium. At 
day 21, calcium mineralization was assessed by coloration 
with Alizarin Red (Sigma). Cells were washed in PBS and 
fixed in 70% ethanol for 30 min. at 4°C followed by two 
wash steps in H2O. Cells were stained in 40mM Alizarin Red 
pH 4.2 for 5 min. at room temperature, rinsed in H2O, and 
then air dried. Red staining was observed by light micros-
copy.  

For chondrogenic differentiation, cells were transferred 
into 15mL conical tubes and grown as high-density pellets 
(2.5 x 105 cells) for 28 days in chondrogenic medium. First, 
cells were cultured in the complete medium for 24 hours. 
Then, the complete medium was replaced by serum-free 
chondrogenic medium containing DMEM-high glucose 
(Gibco, Grand Island, NY) supplemented with glutamine 2 
mM, penicillin 100 U/mL, streptomycin 100 g/mL, ampho-
tericin B 2.5 g/mL, 1% Insulin-Transferrin-Selenium (BD 
Biosciences), 0.1 μM dexamethasone (Sigma), 50 μg/ml 
ascorbate-2-phosphate (Sigma), 100μg/ml sodium pyruvate 
(Sigma), 40 μg/ml L-proline (Sigma) and 10 ng/ml trans-
forming growth factor 1 (TGF- 1) (Gibco). The medium 
was changed twice a week. MSC control consisted in cultur-
ing the cells with only basal medium. After 28 days, matrix 
protein synthesis was evaluated by histochemical analysis. 
The pellets were fixed with PBS-buffered 4% paraformalde-
hyde, dehydrated, embedded in paraffin blocks and cut into 5 

m thick sections. Total Collagen and proteoglycans were 
stained by Sirius red and Alcian Blue, respectively. Staining 
quantification was performed. Images of samples were car-
ried out with a LEICA MacroFluo Z16APOA. Images at a 
1.51 micrometer sidelength square pixel size were obtained 
for each case in 2088x1560 matrices at x2 microscope main 
objectif magnification and x1.8 macro zoom magnification 
(combined numerical aperture = 0.15). Transmitted Light 
images were recorded within 61% of brightness with a 
LEICA DFC310FX color camera and treated by image 
analysis software ImageJ to calculate the red or blue percent-
age area. 

For adipogenic differentiation, MSC were seeded at 2.1 x 
104 cells/cm2 in complete medium in a 12-well plate and in 
8-well Lab-Tek® (Nunc). At 100% confluence, three cycles 
of induction/maintenance were performed. Each cycle con-
sisted in feeding MSC with supplemented Adipogenesis In-
duction Medium (Lonza) and culturing for 3 days, followed 
by 1-3 days of culture in supplemented Adipogenic Mainte-
nance Medium (Lonza). After 3 complete cycles, MSC were 
incubated with Adipogenic Maintenance Medium until 21 
days and the medium was replaced twice a week. MSC con-
trol consisted in culturing the cells with only Adipogenic 
Maintenance Medium. After 21 days, a fluorescent staining 
with AdipoRed

™ (Lonza) was performed to detect lipid drop-
lets. Cells seeded in 8-well Lab-Tek® were washed with PBS 
and incubated with 2 l AdipoRed™ per ml PBS for 15 min. 
Fluorescence was observed by confocal microscopy.  

RNA Extraction and Reverse Transcriptase (RT) to cDNA 

MSC were rinsed with PBS and harvested by scraping on 
ice. Total RNA was extracted by RNeasy Plus mini kit 
(Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s 
instructions. RNA yield was evaluated by spectrophotometry 
and RNA quality was analyzed by electrophoresis through a 
1% agarose gel. Then, RNA was reverse transcripted to 
cDNA using iScript™ cDNA Synthesis Kit. To exclude the 
possibility of contaminating genomic DNA, RNA samples 
were also performed without RT. 

Polymerase Chain Reactions 

Quantitative PCR was performed using QuantiTect 
SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) and a Light Cycler 
system (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) during 45 
cycles to quantitatively analyze gene expression. Values 
were normalized to expression of RP29 mRNA. Table 1 lists 
the specific primers used.  

To study HLA-G mRNA expression, qPCR were per-
formed in a Thermocycler ABI Prism 7000 SDS (Applied 
Biosystems, Courtaboeuf, France) during 40 cycles using 
TaqMan Univ PCR Master Mix, a predeveloped TaqMan 
assay reagent GAPDH as a endogenous control (VIC re-
porter and TAMRA quencher) and a HLA-G-specific probe 
located in exon 5 (FAM reporter and TAMRA quencher) 
(Applied Biosystems), which target all HLA-G mRNAs [29]. 
Quantification was carried out relative to amounts of HLA-G 
transcripts in HLA-G positive JEG-3 (assigned a value of 1) 
using the comparative CT method: CT = CT HLA-G - CT GAPDH ; 

CT = CT sample - CT JEG-3 ; relative HLA-G expression =  
2 - CT. 

Semi-quantitative PCR was also performed using Quan-
tiTect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) and a Light 
Cycler system (Roche Diagnostics) during 38 cycles. Ampli-
fication products were resolved in 2% agarose gel, stained 
with GelRed (FluoProbes, Montluçon, France), and photo-
graphed using GBOX (Syngene, Frederick, MD, USA). Den-
sitometry measurements of PCR products were achieved 
using image analysis software ImageJ. 

Statistical Analysis 

Statistical tests and graph representations were performed 
using graphPad Prism 5 software (GraphPad, San Diego, 
CA, USA). All the data are presented as means ± standard 
error means (SEM) of three independent experiments with 
cells from different donors (umbilical cord and bone mar-
row). Significant statistical differences were calculated using 
one- or two-way ANOVA (analysis of variance). A p-value 
less than 0.05 was considered significant for the ANOVAs. 
If significance existed, a post-hoc analysis was performed 
using the Bonferonni post-tests to evaluate significance for 
all experiments. 

RESULTS 

Proliferation and Self-Renewal of WJ-MSC 

The proliferative potential of WJ-MSC was evaluated 
from cumulative population doubling (Fig. 2A), culture time 
between each passage (Fig. 2B) and clonogenic capacity 
through CFU-F number (Fig. 2C, 2D). Under hypoxia
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Table 1. List of PCR primers used for the present study. 

Name Forward Primer (5’-3’) Reverse Primer (5’-3’) TM (°) 

RP29 AAGATGGGTCACCAGCAGCTCTACTG AGACGCGGCAAGAGCGAGAA 60 

GAPDH GAGAAGGCTGGGGCTCATTT AGTGATGGCATGGACTGTGG 60 

Oct-4A ACCTGGAGTTTGTGCCAGGGTT CTCCCCTGCCCCCACCCTTT 60 

Nanog GATGGGAGGAGGGGAGAGGA TTTGGAAGCTGCTGGGGAAG 60 

Sox2 TTTCACGTTTGCAACTGTCC AGTCTCCAAGCGACGAAAAA 60 

HLA-G CTGGTTGTCCTTGCAGCTGTAG CCTTTTCAATCTGAGCTCTTCTTTCT 60 

Runx2 CCCGTGGCCTTCAAGGT CGTTACCCGCCATGACAGTA 56 

Osteocalcin GTGCAGAGTCCAGCAAAGGT TCAGCCAACTCGTCACAGTC 62 

PPAR  TTCAGAAATGCCTTGCAGTG CCAACAGCTTCTCCTTCTCG 58 

Lipoproteinlipase GCCGACCAAAGAAGAGATTTT ATGAGGTGGCAAGTGTCCTC 55 

 

 

Fig. (2). Proliferation and self-renewal capacity of WJ-MSC under normoxia and hypoxia during passages. (A) Cumulative population dou-

bling. (B) Culture time. (C) Clonogenic capacity evaluated by CFU-F numbers. (D) Representative images of CFU-F; scale bar = 1 cm. (E) 

RT-PCR analysis of Oct-4A, the marker of pluripotency and self-renewal capacity. RP29 RNA was used as an internal control. BM-MSC 

were used as a standard control in (E) experiments. (F) Densitometry measurements of PCR products were achieved using image analysis 

software ImageJ. The values are expressed by the ratio Oct4A/RP29. The results are expressed as mean ± SEM (n  3). # p<0.05 and ### 

p<0.001 (hypoxia vs normoxia for a same passage). *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 (Px vs P1 for a same culture condition). ¤p<0.05 

(WJ-MSC vs BM-MSC for a same passage). Abbreviations: P, passage; CFU-F, colony forming unit-fibroblast; N, normoxia; H, hypoxia; 

BM-MSC, bone marrow mesenchymal stromal/stem cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal stromal/stem cells; ND, non-detectable 

activity; RT-, RNA samples perform without reverse transcriptase; ESC, embryonic stem cells.  
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conditions, from P3 (p<0.05) and up to P7 (p<0.001), WJ-
MSC significantly displayed higher cumulative population 
doubling compared to those cultured under normoxia condi-
tions. The culture time was significantly lower at P3 and P5 
compared to P1, especially in hypoxia (p<0.01). Clonogenic 
capacity significantly decreased during monolayer expansion 
only under normoxic conditions. The mean CFU-F number, 
observed at P1 and P7, were 29 ± 2.7 and 19 ± 1.9 (p<0.001), 
respectively. On the other hand, in hypoxia, no significant 
decrease in clonogenic capacities was observed during pas-
sages, except transiently at P5 compared to P1 (p<0.05). 

Regardless of passage or culture conditions, no expres-
sion of Nanog and Sox2 pluripotency transcription factors 
was detected (data not shown). Oct-4A, an other pluripo-
tency gene that is also involved in self-renewal capacity [30], 
was expressed in a higher proportion of WJ-MSC than of 
BM-MSC at P1 (p<0.05) although expression was low com-
pared with that of embryonic stem cells (ESC). According to 
densitometry measurements, no significant difference was 
detected between normoxia and hypoxia (Fig. 2E, 2F).  

Telomerase activity (TA) is often associated with ac-
tively proliferating cells [31]. As shown in Fig. (3), the TA 
of WJ-MSC was low compared to the positive control (HeLa 
cells), but significantly higher than the TA of BM-MSC at 
P5 (p<0.01). TA was significantly higher at P3 compared to 
P1, regardless of exposure to oxygen during culture (p<0.01) 
and at P5 compared with P1 in hypoxia (p<0.05). At P7, TA 
decreased. No significant difference between normoxic and 
hypoxic conditions during expansion was observed. As nega-
tive controls, each sample extract underwent telomerase in-
activation by heat treatment leading to a loss of detectable 
telomerase activity. 
 

 

Fig. (3). Telomerase activity expressed as a percentage of the posi-

tive control (HeLa cell activity value set to 100%). Telomerase 

activity of HeLa cells in normoxia = 0.155 ± 0.003 amoles/ g. Te-

lomerase activity of HeLa cells in hypoxia = 0.143 ± 0.03 

amoles/ g. Inactivation of telomerase by heat treatment induced a 

loss of detectable telomerase activity (heat block). BM-MSC were 

used as a standard control. The results are expressed as mean ± 

SEM (n  3). *p<0.05, **p<0.01 (Px vs P1 for a same culture con-

dition). ¤¤p<0.01 (WJ-MSC vs BM-MSC for a same passage). Ab-

breviations: P, passage; BM-MSC, bone marrow mesenchymal 

stromal/stem cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal stro-

mal/stem cells; ND, non-detectable activity.  

 
Phenotype Profile of WJ-MSC 

Flow cytometry showed that regardless of the number of 
passages or culture conditions, WJ-MSC were negative for 

the hematopoietic markers (CD34, CD45) and HLA-DR 
(Fig. 4A). Less than 5% expressed these surface markers. 
However, as with BM-MSC, during passages and regardless 
of culture conditions, WJ-MSC were positive for mesen-
chymal markers such as CD73, CD90, CD105, CD166  
(Fig. 4B) and also for CD44 and CD29 (data not shown). 
Only percentages of positive cells for CD105 seemed to de-
crease under low oxygen content. To confirm this trend, we 
provided the mean fluorescent intensity and we showed that 
CD105 expression was down regulated in hypoxia and sig-
nificantly at P3 (p<0.05). Flow cytometry analysis demon-
strated the HLA-G expression of WJ-MSC compared to iso-
type control, but no difference of expression was observed 
between normoxia and hypoxia conditions at P3. This  
expression remained low compared to the positive control  
(Fig. 4C). 

HLA-G mRNA and Protein Expression 

At both transcript and protein levels, HLA-G expressed 
by WJ-MSC was low compared to the human choriocarci-
noma cell line JEG-3 (known for high expression of HLA-G) 
used as a positive control. Although mRNA levels were 
close to or below the negative control U251MG, hypoxia 
seemed to increase HLA-G mRNA expression of WJ-MSC, 
especially at P3 (Fig. 5A). HLA-G protein expression was 
further investigated at this relevant passage (P3) by im-
munofluorescence staining. Although confocal observation 
showed a weak staining of few cells in hypoxia compared to 
normoxia, no significant difference was obtained. (Fig. 5B). 

Osteogenic and Chondrogenic Differentiation Potential 

After hypoxic or normoxic expansion, osteogenic and 
chondrogenic differentiation was induced only under nor-
moxic conditions during 21 days and 28 days, respectively. 
Osteogenic differentiation was evaluated by the matrix cal-
cium mineralization as shown by Alizarin red staining (Fig. 6). 
To study chondrogenic differentiation, matrix protein  
synthesis was detected after 28 days of induction. Proteogly-
cans and total collagen were stained by Alcian blue (Fig. 7A) 
and Sirius red (Fig. 7B), respectively and staining quantifica-
tion was performed (Fig. 7C, 7D). According to this his-
tological labeling, chondrogenic differentiation was main-
tained during passages, whereas osteogenic differentiation 
seemed to be more marked at passage 3 and to decrease at 
passage 7. Alcian blue and Sirius red quantification showed 
that hypoxia expansion promoted chondrogenic differentia-
tion and especially at P1 and P5 (p<0,01). At transcript level, 
osteogenic markers (RunX2 and osteocalcin (OTC)) were 
expressed during passages but both seemed to decrease at 
passage 7, confirming the histological findings (Fig. 6M-
6N). Regardless of expansion conditions, osteogenic differ-
entiation capacity of WJ-MSC was maintained. Alcian blue 
staining and osteogenic differentiation exhibited no differ-
ence between WJ-MSC and the standard control BM-MSC. 

Adipogenic Differentiation Potential 

Adipogenic differentiation was assessed by detection of 
lipid droplets, after 21 days of induction under normoxic 
conditions, by a fluorescent staining with AdipoRed

™ (Fig. 
8A-8H). Regardless of culture conditions, WJ-MSC adipo-
genic differentiation was less evident than in BM-MSC.
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Fig. (4). Immunophenotypic analysis of WJ-MSC by flow cytometry during monolayer expansion in normoxia and hypoxia. (A) hema-

topoietic markers and Major Histocompatibility Complex class II molecule. (B) mesenchymal surface markers. The results are shown as per-

centages of positive cells and means fluorescent intensities (MFI), only for CD105 marker. CD105 expression level is expressed by the ratio 

of MFI with anti-CD105 antibody and MFI with isotype control. (C) HLA-G expression at P3. HLA-G expression level is expressed by the 

ratio of MFI with anti-HLA-G antibody and MFI with isotype control. The results are expressed as mean ± SEM. (n = 3). Abbreviations: 

MFI, mean fluorescence intensity; P, passage; JEG-3, Choriocarcinoma cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal stromal/stem cells.  

 

 

Fig. (5). HLA-G mRNA and protein expression. (A) HLA-G mRNA expression by qRT-PCR analysis at P1 to P7 under normoxia and hy-

poxia. JEG-3 cells were used as a positive control and U251 cells as a negative control. HLA-G protein expression evaluated by immunofluo-

rescence at P3 under normoxia and hypoxia, then observed by confocal microscopy (B). (B) Cells were labeled with anti-human HLA-G 

mouse IgG1 monoclonal antibody 4H84 and anti-mouse Alexa Fluor 488 secondary antibody (green), nuclei were stained by To-pro-3 (red); 

scale bar = 25 m. The results are expressed as mean ± SEM (n = 3). Abbreviations: P, passage; JEG-3, Choriocarcinoma cells; WJ-MSC, 

Wharton’s Jelly mesenchymal stromal/stem cells. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to 

the web version of this paper). 
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Fig. (6). Osteogenic potential of WJ-MSC. Evaluation of calcium mineralization after 21 days of osteogenic differentiation (monolayer) by 

coloration with Alizarin Red and observation by light microscopy. WJ-MSC were expanded either in normoxic and hypoxic conditions and 

differentiated in normoxia at P1 (D, E), P3 (F, G), P5 (I, J) and P7 (K, L). BM-MSC were used as a standard control (C, H). Control cultures 

(nonosteogenic conditions) were stained in parallel (A, B). All representative images are shown at a magnification of 100. (M, N) RunX2 

and OTC mRNA relative expression by qRT-PCR analysis. Values were normalized to expression of RP29 mRNA. The results are expressed 

as mean ± SEM (n = 3). Abbreviations: P, passage; BM-MSC, bone marrow mesenchymal stromal/stem cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly 

mesenchymal stromal/stem cells; OTC, osteocalcin. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to 

the web version of this paper). 

 

In addition, the low oxygen content during WJ-MSC expan-
sion seemed to inhibit their adipogenic differentiation poten-
tial. Gene expression involved in adipogenesis (peroxisome 
proliferator-activated receptor-  (PPAR ) and lipoprotein 
lipase (LPL)) was analyzed by qRT-PCR which confirmed 
these results (Fig. 8I-8J). After induction, the expression of 
PPAR  and LPL mRNA in WJ-MSC was significantly lower 
than in BM-MSC at passage 1 (p<0.01) and passage 5 
(p<0.05). At passage 5, WJ-MSC-PPAR  expression signifi-
cantly decreased only when cells were expanded in hypoxic 
conditions (p<0.05). At passage 1, WJ-MSC-LPL expression 
was significantly lower after cell expansion in hypoxia 
(p<0.01). 

DISCUSSION 

Wharton's jelly is an alternative and attractive source of 
MSC for the development of new approaches in cell and 
tissue engineering. The aim of this work was to optimize 
WJ-MSC culture conditions and thereby define optimal con-
ditions for clinical use. Moreover, our study allowed an ex-
tended characterization of WJ-MSC during passages and 
under two culture conditions: normoxia and hypoxia. Thus, 
we thoroughly studied the impact of oxygen concentration, 
during monolayer expansion, on the maintenance of WJ-
MSC properties. 

Our work identified differences between WJ-MSC and 
BM-MSC, particularly concerning proliferation and adipo-
genic differentiation. Baksh et al. have previously demon-
strated the higher proliferative potential of WJ-MSC com-
pared to BM-MSC [13]. This may be related to an increase 
in self-renewal as well as in telomerase activity. Transcrip-
tion factor Oct-4 is known to be directly implicated in self-
renewal [30]. We observed the expression of Oct-4 both in 
normoxic and hypoxic conditions, which is consistent with 
previous reports [26, 32], although Oct-4 expression re-
mained weak compared with that of embryonic stem cells. 
However, Oct-4 expression was more marked (significant at 
P1) in WJ-MSC than in BM-MSC which argues for their 
more immature profile compared to adult MSC. Pluripotency 
is characterized by the expression of pluripotent stem cell 
markers including Oct-4 but also Nanog and Sox2. Unlike 
some studies which demonstrated Nanog and Sox2 expres-
sion by WJ-MSC [21, 33], we did not find any evidence of 
expression of these two transcription factors in WJ-MSC, 
regardless of the number of passages or culture conditions. 
However, these results do not favor pluripotency but confirm 
Oct-4 is also involved in self-renewal.  

Telomerase, related to the proliferative potential of cells 
[31], is expressed in most human tumor tissue and in embry-
onic stem cells [34]. It is not found in normal tissue except
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Fig. (7). Chondrogenic potential of WJ-MSC. Evaluation of matrix protein synthesis after 28 days of chondrogenic differentiation (pellet) 

and observation by LEICA MacroFluo Z16APOA at x2 microscope main objectif magnification and x1.8 macro zoom magnification 

(combined numerical aperture = 0.15). Proteoglycans and total collagen were stained by Alcian blue (A) and Sirius red (B) respectively. 

WJ-MSC were expanded either in normoxic or hypoxic conditions and differentiated in normoxia at P1 (IV,V), P3 (VI,VII), P5 (IX,X) 

and P7 (XI,XII). BM-MSC were used as a standard control (III,VIII). Control cultures (nonchondrogenic conditions) were stained in par-

allel (I,II); scale bar = 100 m. (C) Alcian blue quantification. (D) Sirius red quantification. The results are expressed as mean ± SEM (n 

= 3). ## p<0.01 (hypoxia vs normoxia for a same passage). ***p<0.001 (Px vs P1 for a same culture condition). ¤¤p<0.01 (WJ-MSC vs 

BM-MSC for a same passage). Abbreviations: P, passage; BM-MSC, bone marrow mesenchymal stromal/stem cells; WJ-MSC, Wharton’s 

Jelly mesenchymal stromal/stem cells. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web 

version of this paper). 

 

that of the germline. The TA of adult stem cells is very low 
[35] or not detectable [36]. A high TA is specifically associ-
ated with immortal cells, including cancer cells, whereas a low 
TA results in cellular senescence and growth arrest [37]. Ac-
cording to our results, despite a relatively low TA compared to 
HeLa cells, WJ-MSC have a significantly more marked TA at 
P5 than BM-MSC do. However, our results revealed no dif-
ference in TA under normoxic and hypoxic conditions, al-
though an influence of hypoxia has been reported with BM-
MSC when cultured under 1% O2, by Tsai et al. [38]. In addi-
tion to the impact of oxygen, other factors are known to be 
involved in TA regulation [39]. Molecular mechanisms such 
as protein phosphorylation for example [40], but also some 
steroid hormones such as estrogen can have an effect on TA 
regulation. Indeed, some studies have shown that 17 -estradiol 
up-regulated TA [41, 42]. Several decades ago, a plasma es-
trogen peak was reported in pregnant women just before de-

livery [43]. More recently, Tekkatte et al. demonstrated the 
presence of estradiol in umbilical cord blood serum [44]. Its 
presence might interfere with MSC from Wharton’s jelly and 
influence their TA. Moreover, it has been shown that addition 
of 17 -estradiol increased BM-MSC proliferation [45]. This 
could explain why WJ-MSC have a higher proliferative poten-
tial than BM-MSC. Therefore, the increased TA of WJ-MSC 
may not be enhanced by hypoxia, since hormonal impregna-
tion might mask the effect of hypoxia. In addition, it may be 
that TA cannot be increased beyond a certain threshold unlike 
in tumor cells. However, TA of WJ-MSC remains very low 
compared to that of abnormal cells, which argues for the 
safety of WJ-MSC. The present work also demonstrated that 
Oct-4 expression and telomerase activity of WJ-MSC are re-
lated to higher self-renewal and proliferation capacities com-
pared to BM-MSC. 
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Fig. (8). Adipogenic potential of WJ-MSC. Detection of lipid droplets after 21 days of adipogenic differentiation (monolayer) by fluorescent 

staining with AdipoRedTM (green) and observation by confocal microscopy. WJ-MSC were expanded either in normoxic or hypoxic condi-

tions and differentiated in normoxia at P1 (D, E) and P5 (G, H). BM-MSC were used as a standard control (C, F). Control cultures (nonadi-

pogenic conditions) were stained in parallel (A, B); scale bar = 100 m. (I, J): PPAR  and LPL mRNA relative expression by qRT-PCR 

analysis. Values were normalized to expression of RP29 mRNA. The results are expressed as mean ± SEM (n = 3). *p<0.05 (Px vs P1 for a 

same culture condition). ¤p<0.05, ¤¤p<0.01 and ¤¤¤p<0.001 (WJ-MSC vs BM-MSC for a same passage). ##p<0.01 (hypoxia vs normoxia for 

a same passage). Abbreviations: BM-MSC, bone marrow mesenchymal stromal/stem cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal stro-

mal/stem cells; PPAR , peroxisome proliferator-activated receptor- ; LPL, lipoprotein lipase; Ctrl, control; P, passage. (For interpretation of 

the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this paper). 

 
Moreover, our study demonstrated that, at both cellular and 
molecular levels, regardless of culture conditions, adipogenic 
differentiation was more difficult to induce in WJ-MSC than 
in BM-MSC. This is inconsistent with some publications that 
described adipogenic differentiation of WJ-MSC [13, 21, 
46]. However, recently, Ragni et al. shown that MSC poten-
tial towards adipogenic lineage can be greatly affected by 
tissue of origin and, more likely, by type of source, either 
adult or fetal [47]. Peroxysome proliferator-activated recep-
tor  (PPAR ) is a transcription factor that plays a central 
role in adipocyte gene expression and its activation stimu-
lates adipogenesis [48, 49]. It was reported recently that 17 -
estradiol interferes with PPAR  and down-regulates adipo-
cyte-specific gene expression, resulting in adipogenesis inhi-
bition [48]. As previously mentioned, 17 -estradiol impreg-
nation could explain repressed adipogenesis of WJ-MSC. 
Finally, 17 -estradiol has a positive effect on TA [42] and 
MSC proliferation, but down-regulates adipogenesis through 
inhibition of PPAR  actions. This is why it would be inter-
esting to know whether estradiol in umbilical cord blood 
serum interferes with and influences the properties of WJ-
MSC. 

Our study also showed an influence of hypoxic conditions 
on proliferative and clonogenic capacities, surface markers, 
HLA-G expression, adipogenic and chondrogenic differentia-

tion of WJ-MSC. However, no effect was observed on TA, 
pluripotency gene expression and osteogenic differentiation. 
Our results also confirmed that hypoxia has a beneficial effect 
on proliferative and clonogenic capacities of WJ-MSC during 
their expansion. The effect of hypoxic conditions on prolifera-
tion and clonogenic capacity was previously reported with 
BM-MSC [50] and also with WJ-MSC [51, 52], although TA 
and Oct-4 up-regulation could not be detected. A recent study 
showed that hypoxia promotes the activation of cell cycle by 
up-regulating of cyclins or CDKs in adult MSC [53]. Mean-
while, other works demonstrated that CDK inhibitors such as 
p16, p21 and/or p27 were down-regulated in hypoxic condi-
tions [53, 54]. In a therapeutic context, it is important to gen-
erate high numbers of MSC during in vitro expansion in order 
to produce clinical batches of cells. Therefore hypoxia is an 
important parameter to consider.  

In the present study, we highlighted that hypoxia had a 
negative impact on CD105 expression but no effect on other 
marker expression. Up to now, controversial results were 
reported. Nekanti et al. showed no difference in mesenchy-
mal markers expression between normoxia and hypoxia [51] 
whereas a recent study, demonstrated that mesenchymal 
markers (CD73, CD90 and CD105) were down-regulated in 
hypoxic cultures [55]. Similar results to ours have been re-
ported with MSC from adipose tissue [56]. 
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A key property of MSC is their immunomodulatory ca-
pacity which involves cell-to-cell contacts and different 
molecules and paracrine factors, including HLA-G. HLA-G 
contributes to the suppression of natural killer (NK) cytotox-
icity activity [57] and the inhibition of T-cell allo-
proliferation [58]. Although HLA-G has been detected pre-
viously in WJ-MSC [21, 59], we found the protein weakly 
expressed when compared to choriocarcinoma cells, and 
mRNA quantification confirmed those results. Recently, 
Deschaseaux et al. have also shown a low protein expression 
of soluble isoform HLA-G5 in BM-MSC, with a ratio of 
mean fluorescence intensity equal to 1 [60]. According to a 
study, soluble HLA-G5 would be the main isoform ex-
pressed by MSC [58]. Nevertheless, in some WJ-MSC 
strains, hypoxia seemed to increase HLA-G transcript ex-
pression. It was previously reported that HLA-G transcrip-
tional activity was inducible in melanoma cells exposed to 
the hypoxia-mimicking desferrioxamine (DFX) [61], and in 
cultures of extravillous cytotrophoblasts exposed to low 
oxygen concentrations [62]. However, we were not able to 
confirm these results by immunofluorescence staining. A 
further study focusing on soluble HLA-G isoforms (espe-
cially HLA-G5, previously reported as the main isoform 
expressed by adult MSC [58]) could be performed. Moreo-
ver, it has been shown that cytokines (IL-10 for example) 
can up-regulate adult-MSC HLA-G expression [58]. Thus, it 
would be interesting to see whether these cytokines enhance 
HLA-G expression in WJ-MSC and whether this expression 
has a functional implication by increasing their immuno-
modulatory effect.  

We observed that hypoxia worsened the adipogenic dif-
ferentiation potential of WJ-MSC during expansion, unlike 
Valorani et al. who reported that MSC from adipose tissue 
increased differentiation into adipocytes under hypoxia [63]. 
Moreover, our study reported for the first time an increase in 
chondrogenic differentiation when WJ-MSC were expanded 
under hypoxia (significant at P1 and P5). Recent similar re-
sults were obtained from BM-MSC [64]. 

Finally, our study reported a wide and systematic charac-
terization of WJ-MSC during passages. Our data showed a 
higher proliferation at P3 and P5 compared to P1. Similarly, 
TA was increased at P3 and P5 compared to P1 and there-
fore, confirmed that TA was related to the proliferative po-
tential of cells. Our results also showed multilineage differ-
entiation potential of WJ-MSC, particularly for osteogenesis 
and chondrogenesis. Although such results have been re-
ported previously [13, 46] this is the first study to show a 
sustained chondrogenic differentiation potential of WJ-MSC 
during expansion (until passage 7) irrespective of oxygen 
exposure. We did not observe the same stability for os-
teogenic potential. Gene expression involved in chondro-
genesis (Sox9, cartilage oligo matrix protein (COMP) and 
type IIa collagen (Col2A)) was also expressed during pas-
sages. However, as the control groups were also positive for 
chondrogenic markers, especially Sox9, probably due to 3D 
chondrogenic induction, we were not able to draw any con-
clusions (data not shown). Chondrogenic characteristics 
found in the control pellets, only at transcript level, corre-
sponded with those of previous reports [17]. Due to their 
chondrogenic differentiation potential, WJ-MSC promise to 
be a source of MSC for cell therapy and tissue engineering 
for cartilage repair and/or regeneration. 

CONCLUSIONS 

In conclusion, our work demonstrates that WJ-MSC 
could be a promising alternative source of MSC, with a 
higher proliferation potential than BM-MSC, due to their 
self-renewal and increased TA, and a preserved capacity to 
differentiate into osteogenic and chondrogenic lineages. De-
spite the presence of TA, it remains very low, which argues 
for the safety of WJ-MSC in a therapeutic context. In an al-
logeneic clinical use prospect, MSC production in clinical 
batches requires the generation of high numbers of cells. 
Considering our results, hypoxia during cell expansion will 
be an important parameter to take into account regarding 
proliferation potential but also chondrogenic differentiation 
potential. However, before any therapeutic use of these cells, 
it is necessary to consider a thorough study of immunomodu-
latory properties and evaluate their genetic stability. 
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ABBREVIATIONS 

BM-MSC = Bone marrow-Mesenchymal stromal/stem cells  

CFU-F = Colony forming units-fibroblast  

Col2A  = Type IIa collagen  

COMP  = Cartilage oligo matrix protein  

HBSS  = Hanks’ balanced salt solution  

LPL = Lipoprotein lipase  

MFI = Mean fluorescence intensity 

MSC = Mesenchymal stromal/stem cells  

NK = Natural killer  

OTC = Osteocalcin  

P = Passage  

PBS = Phosphate-buffered saline  

PCR = Polymerase chain reaction  

PD = Population doubling  

PPAR  = Peroxysome proliferator-activated receptor   

RT = Reverse transcriptase  
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TA = Telomerase activity  

WJ-MSC = Wharton’s jelly-Mesenchymal stromal/stem 
cells 
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RECHERCHE D’UNE INFLUENCE DES FACTEURS OBSTETRICAUX SUR LA 

PROLIFERATION ET LA DIFFERENCIATION CHONDROCYTAIRE DES 

CELLULES STROMALES/SOUCHES MESENCHYMATEUSES ISSUES DE LA 

GELEE DE WHARTON. 

 

Ce projet a été initié en 2011 et réalisé en parallèle des autres études menées au cours 

de ma thèse. En 2013, ce projet a fait l’objet du travail de Master 2 de Léonore Léger qui nous 

a permis d’obtenir des résultats préliminaires.  

Pour cette étude, nous avons soulevé l’hypothèse que des facteurs obstétricaux 

peuvent avoir un impact sur l’expansion des CSM-GW et leur potentiel de différenciation 

chondrocytaire et nous avons souhaité identifier ces paramètres. L’objectif secondaire qui en 

découle consiste à déterminer s’il est possible de privilégier l’utilisation de certains cordons 

pour une médecine régénératrice du cartilage. 

Ce projet a été réalisé, tout d’abord, avec la collaboration du Docteur Philippe Guerci, 

à l’époque interne d’anesthésie et de réanimation à la Maternité Régionale Universitaire de 

Nancy. Ensemble, nous avons recueilli 58 cordons ombilicaux associés à différents 

paramètres obstétricaux relatifs à la mère, au nouveau-né, au travail et à la délivrance. Le 

recueil de ces paramètres a permis la création d’une base de données importante. Par la suite, 

l’évaluation de la différenciation chondrocytaire, via le calcul des volumes des micromasses 

et la quantification des images histologiques, a été réalisée, respectivement, grâce aux 

collaborations du Professeur Rachid Raouadj (LEMTA, Nancy) et Sébastien Hupont de la 

« PlaTeforme d’Imagerie et de Biophysique Cellulaire et Tissulaire IBISA » (FR3209 CNRS 

– PTIBC IBISA Nancy, France). Une macro a été créée sous le logiciel ImageJ (logiciel open 

source multiplateformes) par les responsables de la plateforme PTIBC en collaboration avec 

l’IBMP de Strasbourg et l’Institut Curie de Paris. Les analyses statistiques ont été réalisées 

par Jean-Marc Virion du service d’Epidémiologie et Evaluation Clinique du CHU de Nancy 

sur le logiciel SAS. 

 

METHODOLOGIE :  

Dans un premier temps, nous avons sélectionné les facteurs obstétricaux pour l’étude 

puis avons cultivé les CSM-GW issues de chaque patiente afin de mesurer leurs potentiels de 
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prolifération et de différenciation chondrocytaire. Enfin, une analyse statistique multivariée 

nous a permis d’identifier les facteurs obstétricaux affectant les propriétés des CSM-GW. 

Recueil des échantillons et des données obstétricales associées : 

Les prélèvements des cordons ombilicaux ont été effectués de manière aléatoire et 

après accord des familles du 16 février au 27 avril 2011 par le personnel de la maternité. Par 

la suite, j’ai réalisé l’isolement des CSM-GW issues de ces cordons ombilicaux par la 

méthode dite « des explants » dans des conditions d’hypoxie (5% d’O2, 5% de CO2 et 95% de 

N2). Les cellules ont ensuite été remises en suspension dans une solution cryoconservatrice 

(SVF + 10% DMSO) puis congelées en vapeur d’azote (-150°C) à P0 pendant deux ans. Pour 

cette étude préliminaire, 32 cordons ombilicaux ont pu être utilisés. 

En parallèle, de nombreuses données relatives à la mère, à l’accouchement et au 

nouveau-né ont été recueillies par le Docteur Philippe Guerci. Une étude de la bibliographie et 

une analyse des facteurs permettant de créer des groupes de puissance suffisante pour une 

analyse statistique ont permis de dégager les facteurs qui sont utilisés dans ce travail.  

Amplification et différenciation chondrocytaire des CSM-GW : 

En janvier 2013, les cellules sont décongelées et amplifiées en culture in vitro dans des 

conditions d’hypoxie jusqu’au deuxième passage. Une fois amplifiées, les cellules sont 

centrifugées afin de former des micromasses qui sont incubées dans un milieu de 

différenciation chondrocytaire pendant 28 jours, toujours dans des conditions d’hypoxie. En 

effet, d’après la littérature, la différenciation chondrocytaire des CSM est améliorée en 

hypoxie. 

Méthodes analytiques : 

Certains paramètres ont été évalués en rapport avec l’amplification et d’autres en lien 

avec la différenciation chondrocytaire. Les analyses statistiques réalisées sont également 

décrites. 

Paramètres liés à l’amplification : 

Après décongélation des cellules, un test de viabilité, apoptose et nécrose est réalisé 

par cytométrie en flux afin de s’assurer de l’intégrité cellulaire. Au terme du deuxième 

passage, une analyse phénotypique permettant de caractériser ces CSM-GW est effectuée 
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également par cytométrie en flux. Les capacités d’expansion cellulaire spécifiques à chacune 

des « sources cellulaires » décongelées ont été évaluées par calcul du temps de doublement en 

P1 et en P2 selon la formule suivante :  

                          
    

             
 

T : temps du passage en heures 
Cr : nombre de cellules récoltées en fin de passage 
Ce : nombre de cellules ensemencées 
 

Paramètres liés à la différenciation chondrocytaire : 

Afin de calculer le volume des micromasses, ces dernières sont mesurées par méthode 

photographique normalisée avec un Canon Powershot SX220, 12,1 millions de pixels, zoom 

28mm 14x full HD en mode macro sans agrandissement, objectif à 4 cm de l’objet. Un trocart 

de dimension connue sert d’échelle sur chaque image, et chaque micromasse est 

photographiée de face puis à 90° afin d’obtenir 3 mesures : hauteur (a), largeur (b), 

profondeur (c). Le calcul des volumes est ensuite réalisé selon la formule utilisée pour les 

formes ellipsoïdes :            
 

 
     (Figure 23). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 23: Méthode de mesure des micromasses 
Les valeurs mesurées sont la hauteur, la largeur et la profondeur de chaque micromasse. La 
profondeur est mesurée en faisant pivoter le support de 90° ; cela permet de ne pas bouger la 
micromasse et d’être certain que la valeur mesurée est bien celle recherchée. Le calcul du 
volume est donné par la formule suivante :            

 

 
     

c 

a 
b 

1,004 mm 
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Deux colorations sont utilisées pour visualiser mais aussi quantifier la synthèse 

matricielle dans les micromasses : le Bleu Alcian pour les protéoglycanes et le Rouge Sirius 

pour les collagènes totaux. Les modalités de coloration sont décrites dans l’article 2. 

La quantification de la synthèse matricielle repose sur une analyse d’image. Pour cela, 

les micromasses ont été observées avec le Macrofluo Leica de type Z16APOA (objectif x5 

NA05) et de la caméra couleur DFC310FX munie d’un filtre Bayer et refroidie par effet 

Peltier à -10°C (3,5 millions de pixels, 1 pixel = 6,45x6,45 µm², 1,4 megapixel ccd). 

L’acquisition est effectuée en fullframe HQ 2048x1483. Le travail est fait à grandissement 

constant équivalent à une magnificence totale de 45, avec un éclairage constant, avec une 

puissance en lumière transmise fixe et un seuil de sensibilité de lumière de 61% pour le bleu 

Alcian et 65% pour le rouge Sirius. Ceci justifie la bonne répétabilité et reproductibilité des 

acquisitions. La détermination de contour a été faite par une méthode de filtrage. La 

séparation des différents colorants a été effectuée par une méthode de seuillage successifs et 

itératifs utilisant les propriétés spectrales de brillance et de saturation de l’image (Figure 24). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24: Méthode d'isolement des colorations par le logiciel ImageJ 
a : Image d’une micromasse colorée au bleu alcian. b : détermination de l’aire totale de la 
micromasse (en jaune). c : détermination de l’aire bleue (en blanc). d : Image d’une 
micromasse colorée au rouge sirius. e : détermination de l’aire rouge (en noir). 

a b c 

d b e 
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L’expression des gènes est étudiée par reverse transcription - polymerase chain 

reaction (RT-PCR) en temps réel. Les gènes étudiés codent pour différentes protéines : RP29, 

Sox9 et COMP. La protéine RP29 est ubiquitaire et son expression est la même dans toutes 

les cellules indépendamment des méthodes de culture utilisées dans cette étude. Elle sert de 

référence. Sox9 est un gène codant pour le facteur de transcription principal de la 

chondrogenèse, et la COMP est une protéine matricielle. Les séquences des amorces utilisées 

pour chaque gène sont listées dans le tableau 11. 

Tableau 11 : Liste des amorces utilisées en PCR. 
Pour chaque gène, une amorce sens et anti-sens sont utilisées afin de permettre la synthèse 
d’un double brin d’ADNc. Chaque réaction de PCR s’effectue à une température de fusion 
spécifique au gène recherché. 

Amorce Séquence (5’-3’) Température 
d’hybridation 

RP29 Anti-sens 
Sens 

AGACGCGGCAAGAGCGAGAA 
AAGATGGGTCACCAGCAGCTCTACTG 

60°C 

COMP Anti-sens 
Sens 

TCTGCATCAAAGTCGTCCTG 
ACAATGACGGAGTCCCTGAC 

60°C 

SOX 9 Anti-sens 
Sens 

CCTGGGATTGCCCCGA 
GAGCAGACGCACATCTC 

55°C 

 

Les micromasses sont broyées à l’aide d’un pilon en teflon et 100µL de chloroforme 

sont ajoutés dans les tubes Eppendorf® qui sont ensuite agités vigoureusement pendant 15 

secondes. Les tubes sont ensuite centrifugés (12 000g, 15 min, 4°C) ; la phase aqueuse formée 

est transférée dans une colonne d’extraction. La suite de l’extraction d’ARN s’effectue selon 

le protocole fourni avec le kit RNeasy Plus Micro. Le dosage des ARN extrait est réalisé par 

spectrophotométrie. La rétro-transcription des ARN en ADNc est exécutée selon le protocole 

fourni dans le kit iScript cDNA Synthesis en présence de 300ng d’ARN pour chaque « source 

cellulaire ». La réaction de PCR en temps réel s’effectue en capillaires : 2µL d’échantillon 

sont dilués dans le Mix de PCR correspondant au gène recherché, ainsi qu’une gamme étalon. 

L’automate effectue plusieurs cycles de température spécifique au gène étudié et mesure la 

fluorescence à chaque cycle. 

Analyses statistiques : 

Avec un échantillon de 32 « sources cellulaires », nous avons recherché les corrélations 

entre 27 paramètres obstétricaux et 7 indicateurs biologiques de prolifération cellulaire et de 

différenciation chondrocytaire. Pour les moyennes qualitatives, on a considéré les moyennes 



Résultats 
 

120 
 

par modalité ainsi qu’un test de Kruskal-Wallis. Pour les variables quantitatives, on a effectué 

un test de corrélation et calculé les coefficients. Chaque variable a fait l’objet d’une analyse 

de régression linéaire bivariée (RLB). Seuls les facteurs présentant une association 

significative au seuil 0,2 en RLB ont été candidats à une analyse de régression linéaire 

multivariée (RLM). La méthode de sélection des variables Stepwise a été utilisée avec un 

seuil d’entrée dans le modèle à 0,1 et un seuil de sortie du modèle à 0,05. 

 

RESULTATS ET CONCLUSIONS : 

Facteurs obstétricaux étudiés : 

Les différents facteurs obstétricaux retenus dans cette étude sont détaillés dans le 

tableau 12. Ainsi, des 115 paramètres relevés, 27 ont été sélectionnés se répartissant en 11 

facteurs maternels, 8 facteurs liés au travail et à la délivrance et 8 facteurs liés au nouveau-né. 

Les résultats sont présentés en pourcentage ou en moyenne avec écart-types et une description 

de la répartition des échantillons si les variables sont quantitatives. 

Les facteurs relatifs à la mère sont d’ordre général (âge, Indice de Masse Corporelle : 

IMC, type de grossesse), liés à d’éventuels toxiques (tabac) ou encore pathologies 

préexistantes ou correspondantes à la grossesse (asthme, hypertension artérielle, dysthyroïdie, 

maladies inflammatoires, prééclampsie, diabète gestationnel). 

Les facteurs relatifs au travail et à la délivrance sont la voie d’accouchement, la 

nécessité ou non d’un déclenchement du travail, la direction éventuelle du travail en cas de 

mauvaise dynamique obstétricale, l’administration de SYNTOCINON® pendant le travail 

(oxytocine, utilisée pour augmenter la fréquence et l’intensité des contractions utérines), la 

durée du travail et si celui-ci est considéré comme long et le poids du placenta. 

En ce qui concerne le nouveau-né ont été pris en compte l’âge gestationnel au moment 

de la naissance, le terme de la grossesse le sexe et le poids de l’enfant, le pH artériel et une 

éventuelle souffrance fœtale à la naissance (définie comme un indice d’APGAR <8 à 5 min 

de vie associé ou non à un pH pathologique <7,20). 

Les sous-groupes formés grâce à ces facteurs obstétricaux rassemblent de 4 à 15 

échantillons. 
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Tableau 12: Tableaux descriptifs des populations en fonction des critères obstétricaux retenus. 
Les facteurs obstétricaux retenus permettent de créer des groupes de puissance suffisante pour une analyse 
statistique. Lorsque les variables sont quantitatives, les moyennes sont données avec leurs écart-types et une 
description de la répartition des échantillons. * : écart-types. IMC : Indice de Masse Corporelle. 
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Impact des facteurs obstétricaux sur la prolifération et la différenciation 

chondrocytaire des CSM-GW : 

Analyse globale des CSM-GW après expansion: 

Les résultats de cytométrie en flux sont présentés en pourcentage de cellules positives 

avec un seuil de positivité à 5% de cellules totales (Figure 25). Le test de viabilité, apoptose, 

nécrose réalisé en P1 montre que plus de 92% des cellules sont viables à la décongélation, et 

plus de 6% sont en apoptose. Le pourcentage de cellules nécrotiques est très faible (< 1%). En 

ce qui concerne le phénotype, les cellules utilisées pour cette étude sont négatives pour les 

marqueurs hématopoïétiques (CD45, CD34) et positives pour les marqueurs mésenchymateux 

(CD90, CD73, CD105, CD166). 
 

 

 

 

 

 

Figure 25: Viabilité et phénotype des CSM avant différenciation cellulaire. 
Les résultats sont exprimés en moyenne de pourcentage de cellules positives ± SEM. Le test 
de viabilité apoptose nécrose (N=4) a été réalisé après décongélation en P1 et le phénotypage 
(N=7) a été effectué en fin de P2.  
 

Le temps de doublement moyen diminue de P1 à P2 de manière non significative 
(p=0,1776). En effet, si certaines « sources cellulaires » ont présenté une meilleure 
prolifération en P2, d’autres au contraire proliféraient moins bien. On observe néanmoins une 
réduction de l’amplitude des valeurs en P2 (Figure 26). En pratique, certaines « sources 
cellulaires » ont manifesté une période de latence variable entre l’ensemencement en P1 et une 
reprise de prolifération effective. 
 

 

 

 

 

 
 
Figure 26 : Répartition des temps de doublement des échantillons en P1 et en P2. 
On observe une plus grande homogénéité de la prolifération cellulaire en P2. 
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Paramètres liés à l’expansion des CSM-GW: 

En analyse bivariée, seule l’administration à la mère de SYNTOCINON® pendant le 

travail diminue le temps de doublement en P1 (Figure 27 ; p=0,0159). En P2, l’asthme, 

paramètre lié à la mère, augmente le temps de doublement (Figure 28 ; p=0,0401). En 

revanche, parmi les paramètres liés à la grossesse et l’accouchement, le nombre de semaines 

d’aménorrhée et le poids du placenta diminuent significativement le temps de doublement 

(Figure 29 ; respectivement p=0,0303 et p=0,0373). De même, parmi les paramètres liés à 

l’enfant, seul le poids de naissance, diminue le temps de doublement (Figure 29 ; p=0,0393).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27: Temps de doublement en P1 en fonction de l'administration de 
SYNTOCINON® 
Le temps de doublement en P1 est diminué lorsque la mère a reçu du SYNTOCINON® 
pendant le travail (p=0,0159). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 28: Temps de doublement en P2 en fonction de l'asthme 
Le temps de doublement en P2 est augmenté lorsque la mère est asthmatique (p=0,0401)  
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Figure 29 : Evolution du temps de doublement en fonction de l'âge gestationnel, du 
poids placentaire et du poids de naissance. 
Plus on approche du terme, plus le temps de doublement des CSM-GW isolées diminue. Age 
gestationnel : p=0,0303. Poids du placenta : p=0,0373. Poids de naissance : p=0,0393. 

 

En analyse multivariée, ces 3 derniers paramètres présentent un lien intrinsèque et 

influencent significativement le temps de doublement en P2 (β = - 4,3, p=0,0139).  De plus, le 

temps de doublement est diminué chez les patientes présentant un diabète gestationnel 

(Figure 30 ; β = - 28,6, p=0,0443). 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 30 : Temps de doublement en P2 en fonction du diabète gestationnel 
Le temps de doublement en P2 diminue lorsque la mère présente un diabète gestationnel 
(p=0,0443). 

 

Paramètres liés à la différenciation chondrocytaire : 

Le volume des micromasses est très variable (de 0,089 à 1,576 mm3) avec une 

majorité des échantillons entre 0,725 et 1,029 mm3 (N=16). Quel que soit le type d’analyse 

statistique, seuls les paramètres liés à la grossesse sont corrélés avec le volume de la 

micromasse. En analyse bivariée, la durée du travail influence le volume de la micromasse : 

un travail long en diminue le volume (Figure 31; p=0,0287). En analyse multivariée, un 

accouchement compliqué (nécessitant des thérapeutiques ou des gestes) diminue le volume de 
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la micromasse (Figure 32; β = - 0,3, p=0,0197). On peut noter que ces deux facteurs sont liés 

puisqu’un travail long détermine un accouchement compliqué. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 31: Influence d'un travail long sur le volume des micromasses 
Le volume des micromasses diminue lorsque le travail est long (p=0,0287).  

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 
Figure 32 : Influence d'un accouchement pathologique sur le volume des micromasses 
Le volume des micromasses diminue lorsque le travail est pathologique (p=0,0197). 

 
Une analyse quantitative de la synthèse matricielle est réalisée à partir des coupes 

histologiques permettant une observation des collagènes et des PGs totaux. La proportion de 

PGs représente 0 à 69% de l’aire totale des micromasses mais reste en moyenne assez faible 

sauf pour quelques « sources cellulaires » où la valeur dépasse 50%.  

La proportion de collagènes représente 51 à 95% de l’aire totale, dont 28 souches avec 

une proportion de collagène élevée comprise entre 79 et 95%. 
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Si en analyse bivariée, le déclenchement et la durée du travail semblent avoir une 

incidence sur la synthèse de PGs, l’analyse multivariée permet de confirmer que ces deux 

paramètres diminuent leur synthèse (Figure 33 ; respectivement β= - 20,1, p=0,006 et β= - 

16,6, p=0,0491).  

En ce qui concerne la synthèse des collagènes, seul l’âge maternel a un impact, que ce 

soit en analyse bivariée ou multivariée : les cellules issues de cordons ombilicaux de mères 

plus âgées présentent une synthèse de collagènes moins importante. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
Figure 33: Influence du déclenchement sur la synthèse de protéoglycanes  
Le déclenchement a un impact négatif sur la synthèse de protéoglycanes (p=0,006) 
 

Les concentrations des gènes recherchés sont rapportées, pour chaque « source 

cellulaire », à la concentration retrouvée pour le gène RP29. On observe de grandes variations 

d’expression des gènes COMP et Sox9 entre les « sources cellulaires ». 

Concernant les deux gènes d’intérêt étudiés (Sox 9 et COMP), seuls des paramètres 

liés à la grossesse ont un impact sur leur expression. En analyse bivariée, le terme semble 

avoir une incidence favorable sur l’expression du gène de la COMP (p=0,053). En revanche, 

une durée de travail accrue augmente significativement l’expression du gène du facteur de 

transcription Sox9 (p=0,0464). L’analyse multivariée confirme ce dernier résultat en montrant 

qu’un travail long (>8h chez une primipare, >6h chez une multipare) augmente l’expression 

de ce gène (β= 2,1, p=0,0301). 

Impact du déclenchement sur la synthèse des PGs 
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Tableau 13: Résultats de l'analyse de régression linéaire bivariée 
* Moyenne par modalité pour variables qualitatives, coefficient de corrélation pour variables quantitatives. 
** Test d’analyse de variance à un facteur si égalité des variances, test de Kruskal-Wallis sinon pour variables qualitatives, test de corrélation pour variables quantitatives. 
Tps dblmt : Temps de doublement. p : probabilité que la différence observée soit significative. PGs : protéoglycanes. 

 

 Tps dblmt P1 Tps dblmt P2 Volume COMP SOX9 PGs Collagènes 
 Moy/r* p** Moy/r* p** Moy/r* p** Moy/r* p** Moy/r* p** Moy/r* p** Moy/r* p** 
Poids Naissance (g)   -0,37 0,0393           
Age maternel       -0,32 0,0736     -0,50 0,0034 
Semaines 
d’aménorrhées 

  -0,38 0,0303           

Né à terme    0,0373           
Non   94,5            
Oui   65,4            
Asthme    0,0401           
Non   66,6            
Oui   100,5            
Diabète gestationnel    0,1055           
Non   74,7            
Oui   50,1            
Accouchement 
normal 

     0,0884         

Non     0,7          
Oui     0,9          
Déclenchement            0,0575   
Non           33,3    
Oui           17,2    
Travail dirigé               
Non 100,9 0,0680             
Oui 43,3              
SYNTOCINON® 
pendant le travail 

 0,0159             

Non 121,1              
Oui 59,4              
Durée du travail (h)     -0,42 0,0287   0,39 0,0464     
Travail long            0,0924   
Non           30,3    
Oui           14,2    
Poids du placenta   -0,38 0,0322           
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Tableau 14 : Résultats de l'analyse de régression linéaire multivariée  
Seuls les facteurs présentant une association significative au seuil 0,2 en régression bivariée ont été candidates. La méthode de sélection des variables Stepwise a été utilisée 
avec un seuil d’entrée dans le modèle à 0,1 et un seuil de sortie du modèle à 0,05. 
Tps dblmt : Temps de doublement. β : coefficient de corrélation dans la variation multiple. p : probabilité que la différence observée soit significative. PGs : protéoglycanes. 

 

 

 

 

 

 Tps dblmt P1 Tps dblmt P2 Volume SOX9 PGs Collagènes 
 N=32. R²=0,18 N=32. R²=0,26 N=27. R²=0,2 N=27. R²=0,17 N=27. R²=0,35 N=27. R²=0,31 
 β p β p β p β p β p β p 
Age maternel           -1,1 0,0024 
Semaines d’aménorrhées   -4,3 0,0139         
Diabète gestationnel    0,0443         
Non   28,6 0,0443         
Oui   0,0          
Accouchement normal      0,0197       
Non     -0,3        
Oui     0,0        
Déclenchement          0,0060   
Non         20,1    
Oui         0,0    
SYNTOCINON® pendant le 
travail 

 0,0159           

Non 61,7            
Oui 0,0            
Travail long        0,0301 16,6 0,0491   
Non       -2,1      
Oui       0,0  0,0    
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Discussion : 

Il a été possible lors de ce travail de dégager 12 facteurs obstétricaux qui sembleraient 

avoir une influence sur d’une part la prolifération des CSM-GW, d’autre part leur 

différenciation chondrocytaire.  

La prolifération des CSM-GW : 

Le temps de doublement en P1, est fortement influencé par l’administration de 

SYNTOCINON® pendant le travail. Certains auteurs retrouvent cet effet pro-prolifératif de 

l’oxytocine (Bakos et al., 2012; Leuner et al., 2012), tandis qu’une étude récente montre qu’il 

est dépendant du type cellulaire et que le rôle de l’oxytocine est aussi de protéger la cellule 

d’un stress oxydatif (Deing et al., 2013). Cet effet n’est pas retrouvé en P2 alors même que 6 

facteurs obstétricaux ont une influence. Une hypothèse de réflexion serait que l’impact de 

l’oxytocine en P1 serait si important sur le comportement des cellules qu’il masquerait l’effet 

des autres paramètres. Afin de vérifier cette hypothèse, il serait intéressant de réaliser une 

analyse statistique en écartant les souches ayant été exposées à l’oxytocine. On constate 

toutefois que l’oxytocine n’a pas d’impact en P2. 

Les 6 facteurs obstétricaux dont l’influence serait significative en P2 peuvent être 

réduits à 3 facteurs. En effet, le poids de naissance du nouveau-né ainsi que le poids du 

placenta sont intrinsèquement liés au nombre de semaines d’aménorrhées et à la notion de 

terme. L’inter-dépendance de ces 4 facteurs explique que seul le nombre de semaines 

d’aménorrhées influence significativement en analyse multivariée le temps de doublement en 

P2. En effet, plus l’accouchement survient proche du terme, plus les capacités prolifératives 

des CSM sont augmentées. 

Concernant les pathologies maternelles retrouvées (asthme et diabète gestationnel), si 

en P2 l’asthme augmente le temps de doublement, c’est le contraire pour le diabète 

gestationnel. L’effet  délétère de l’asthme peut être intrinsèque à la pathologie ou lié au 

traitement administré à la mère. Pour le diabète gestationnel, les résultats obtenus sont en 

accord avec ceux de Pierdomenico et al., qui décrivent que les CSM-GW issues de mères 

diabétiques ont une capacité proliférative légèrement plus importante que les CSM-GW de 

mère en bonne santé (Pierdomenico et al., 2011). Comme pour l’asthme, il est impossible de 

conclure que l’effet bénéfique du diabète gestationnel sur la prolifération est intrinsèque à la 

pathologie ou lié au traitement, notamment à l’insuline. 
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 La différenciation chondrocytaire : 

Les résultats de ce travail montrent que l’âge maternel a un impact négatif sur la 

synthèse des collagènes totaux lors de la chondrogenèse. Il est également intéressant de noter 

que l’âge de la mère aurait le même impact négatif, bien que non significatif, sur l’expression 

génique de la COMP (p=0,0736). On peut en conclure que plus l’âge maternel est avancé, 

moins bonne est la différenciation chondrocytaire et plus particulièrement la synthèse 

matricielle. Selon Penolazzi et al., lorsque l’âge de la mère dépasse 32 ans, les CSM-GW 

semblent avoir des difficultés à s’engager vers une différenciation ostéogénique (Penolazzi et 

al., 2009). Dans notre travail, aucun seuil n’a été défini. 

La durée du travail présente une corrélation significative en analyse multivariée avec 

2 variables biologiques : l’expression génique de Sox9 et la synthèse des PGs. Plus le travail 

est long, plus l’expression génique de Sox9 est augmentée et moins la synthèse de PGs est 

importante. Les travaux effectués au laboratoire ont montré que dans les mêmes conditions de 

culture, une expression maximale de Sox9 est obtenue à J14 de la différenciation 

chondrocytaire. L’expression génique élevée à J28 de la différenciation chondrocytaire 

obtenue lors d’un travail long témoignerait d’un retard dans la différenciation, conduisant à 

une diminution de la synthèse de PGs. Les cellules se trouveraient alors à un stade plus 

précoce de la différenciation chondrocytaire. Cette hypothèse est confortée par le volume des 

micromasses qui est significativement diminué en analyse bivariée lors d’un travail long. En 

effet, le volume des micromasses et la synthèse des PGs sont directement liés puisqu’une 

synthèse matricielle importante devrait permettre une augmentation de la taille des 

micromasses.  

Le déclenchement du travail a un impact significatif en analyse multivariée sur la 

synthèse des PGs qui est diminuée. Or, le déclenchement est effectué pour un accouchement 

dès lors déterminé comme compliqué. Il est intéressant de noter que ce dernier paramètre est 

un facteur qui influence significativement mais de manière négative le volume des 

micromasses en analyse multivariée. Le volume des micromasses étant en lien avec la 

synthèse matricielle à laquelle participent les PGs, il serait donc possible que le déroulement 

de l’accouchement ait un impact sur la différenciation chondrogénique : un accouchement 

spontané sans thérapeutique ni complication serait à l’origine d’une différenciation 

chondrogénique plus importante. 
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Nous avons montré que le SYNTOCINON® influençait favorablement la prolifération 

des CSM-GW lors des premiers passages. Or, les différents procédés de déclenchement d’un 

accouchement font intervenir systématiquement ce médicament. Il est intéressant de noter que 

si les cellules sont amenées à proliférer, elles ne peuvent pas s’engager vers une 

différenciation. Toutefois, l’impact du SYNTOCINON® sur la prolifération n’a pas été 

montré dans notre étude au-delà de P1. 

Conclusions et Perspectives : 

Ce travail fait ressortir pour la première fois que des facteurs obstétricaux liés à la 

mère, à la grossesse et à l’enfant ont un impact sur l’expansion des CSM-GW et également 

sur leur potentiel de différenciation chondrocytaire. 

Les facteurs ayant un impact positif sur la prolifération des CSM-GW en analyse 

multivariée sont l’administration d’oxytocine, le terme et le diabète gestationnel.  

Les différents facteurs favorisant la différenciation chondrocytaire en analyse 

multivariée sont la durée du travail et un accouchement sans complication. En revanche, un 

travail long, un déclenchement de l’accouchement et l’âge de la mère ont un impact négatif 

sur la différenciation chondrocytaire.  

Ce travail permet de dégager certains critères de sélection des cordons ombilicaux qui 

renfermeraient des CSM-GW avec un potentiel chondrogénique accru pour l’ingénierie du 

cartilage : des cordons issus de mères jeunes, avec un  accouchement normal et un travail 

court. 

D’autres facteurs tels que le terme influencent favorablement mais à la limite de la 

significativité l’expression génique de la COMP. Il est probable que cette étude préliminaire 

manque de puissance statistique et qu’il soit nécessaire de poursuivre le travail sur un plus 

grand nombre de cordons, actuellement cryoconservés au laboratoire. De plus, il serait 

intéressant de préciser certaines données manquantes concernant les pathologies et leur 

traitement qui influencent la prolifération des CSM-GW. Le rôle de l’oxytocine mérite d’être 

approfondi par une étude simplifiée sur deux populations de cordons plus importantes, l’une 

exposée et l’autre non, puis une étude dose/effet. 

Enfin, du matériel biologique a été conservé pour chacune des « sources cellulaires » 

étudiées afin d’affiner l’étude de la synthèse matricielle (expression de collagène de type II). 
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De plus, le travail est actuellement poursuivi sur l’ensemble des cellules collectées (n=58) et 

fera l’objet d’une publication. 
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II- POTENTIALITES DES CSM-GW EN INGENIERIE TISSULAIRE DU 

CARTILAGE 

 

ARTICLE 3 : 

Mesenchymal Stromal/Stem Cells from Wharton’s jelly embedded in Alginate hydrogel: a 

new stem cell source for Cartilage Tissue Engineering compared to Mesenchymal 

Stromal/Stem Cells from Bone marrow. 

Loïc Reppel, Jessica Schiavi, Naceur Charif, Léonore Léger, Hao Yu, Jean-François Stoltz, 

Danièle Bensoussan, Céline Huselstein. 

Journal of Tissue Engineering and Regenerative Medicine, 2014, soumis. 

 

Ce travail s’inscrit dans la deuxième grande partie de mon projet de thèse, qui 

s’intéresse au potentiel des CSM-GW en ingénierie tissulaire du cartilage. Cette étude a été 

réalisée en parallèle des autres études menées au cours de ma thèse et c’est la raison pour 

laquelle, certains paramètres de culture, et notamment pour la différenciation chondrogénique, 

ne sont pas parfaitement identiques à ceux décrits dans mes travaux précédents. 

Dans cette étude, nous avons proposé, pour la première fois, d’évaluer le potentiel 

chondrogénique des CSM-GW ensemencées dans un hydrogel d’alginate enrichi en acide 

hyaluronique (Alg/HA). L’hydrogel est construit par une méthode de pulvérisation validée par 

des travaux émanant de notre équipe. Ainsi, le principal objectif est d’évaluer la 

différenciation des CSM-GW cultivées dans un environnement tridimensionnel et sans 

l’apport de facteurs de croissance. Cette efficacité de différenciation est évaluée aussi bien au 

niveau transcriptionnel que protéique. Les résultats obtenus avec les CSM-GW sont comparés 

avec ceux des CSM-MO afin de savoir si les CSM-GW peuvent représenter une réelle source 

alternative de cellules souches pour l’ingénierie du cartilage. 

Ce travail s’intègre dans le projet international de recherche Hubert Curien (Cai 

Yuanpei) avec la Chine. Ce dernier s’intéresse aux potentialités des CSM-GW ensemencées 

dans des matrices tridimensionnelles pour l’ingénierie tissulaire du cartilage. 
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METHODOLOGIE :   

Les CSM-GW ont été isolées comme décrit précédemment et amplifiées en culture in 

vitro, en normoxie et jusqu’au troisième passage. Après amplification, les cellules sont 

ensemencées dans un hydrogel Alg/HA à une concentration de 3.106 cellules/mL. L’hydrogel 

est ensuite pulvérisé sur une lame de verre puis polymérisé dans une solution de chlorure de 

calcium. Des cylindres de 5 mm de diamètre sont ensuite découpés et mis en culture dans un 

milieu chondrogénique (sans facteur de croissance) durant 28 jours.  

Au cours de la différenciation, après 3, 14 et 28 jours, les cellules sont extraites de 

l’hydrogel et différents paramètres tels que la viabilité, le phénotype ou encore l’expression 

de gènes d’intérêt (Sox9, agrécane, COMP, collagène de type 2) sont analysés. La synthèse 

matricielle, et notamment la production des collagènes totaux et des protéoglycanes, est quant 

à elle évaluée après 28 jours d’induction chondrogénique par histologie. Enfin, l’expression 

des collagènes de type 1, 2 et 10 est observée par microscopie de fluorescence après  

marquages immuno-fluorescents. Les CSM-MO sont utilisées en parallèle comme contrôle. 

 
RESULTATS ET CONCLUSIONS : 

Une fois ensemencées dans l’hydrogel, les CSM-GW et les CSM-MO présentent un 

profil de différenciation chondrogénique différent, aussi bien au niveau phénotypique qu’au 

niveau de la synthèse matricielle. Au cours de la culture tridimensionnelle, la proportion de 

CSM-GW, exprimant les marqueurs mésenchymateux (tels que CD90, CD105 ou CD166), 

diminue de façon significative et permet de suggérer une potentielle entrée des cellules dans 

la voie de différenciation chondrocytaire. Après 4 semaines de culture, les CSM-GW sont 

capables de s’adapter à leur environnement et d’exprimer les gènes et protéines spécifiques du 

tissu cartilagineux et notamment le collagène de type 2, qui se retrouve davantage exprimé 

après différenciation à partir de CSM-GW qu’après différenciation à partir de CSM-MO. De 

plus, notre étude a montré que les CSM-GW n’expriment pas le collagène de type 10 

(marqueur du chondrocyte hypertrophique) au cours de la différenciation contrairement aux 

CSM-MO. In vitro, l’objectif est de contrôler la chondrogénèse et d’orienter les CSM vers un 

phénotype de chondrocyte, qui synthétise une matrice cartilagineuse et non vers le 

chondrocyte hypertrophique. Aujourd’hui, cet objectif est un enjeu majeur dans l’utilisation 

des CSM en ingénierie tissulaire du cartilage.  
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Ainsi, grâce à leur potentiel de différenciation chondrogénique, leur faible 

immunogénicité et leur facilité d’obtention, les CSM-GW représentent, aujourd’hui, une 

véritable source alternative de cellules souches pour des applications en ingénierie tissulaire 

du cartilage. 
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ABSTRACT 

 

Due to their intrinsic properties, stem cells are promising tools for new developments in tissue 
engineering and particularly for cartilage tissue regeneration. Although mesenchymal 
stromal/stem cells from bone marrow (BM-MSC) have long been the most used stem cell 
source in cartilage tissue engineering, they have certain limits. Thanks to their properties such 
as low immunogenicity and particularly chondrogenic differentiation potential, MSC from 
Wharton’s jelly (WJ-MSC) promise to be an interesting source of MSC for cartilage tissue 
engineering. In this study, we propose, for the first time, to evaluate chondrogenic potential of 
WJ-MSC embedded in Alginate/Hyaluronic Acid (Alg/HA) hydrogel during 28 days. 
Hydrogels were constructed by the original spraying method. Our main objective was to 
evaluate chondrogenic differentiation of WJ-MSC in 3D scaffold, without adding growth 
factors, at transcript and protein levels. We compared the results to those obtained from 
standard BM-MSC. After 3 days of culture, WJ-MSC seemed to be adapted to their new 3D 
environment without any detectable damage. From 14 and up to 28 days, the proportion of 
WJ-MSC CD73+, CD90+, CD105+ and CD166+ decreased significantly compared to 
monolayer marker expression. Moreover, WJ-MSC and BM-MSC showed different 
phenotype profiles. After 28 days of scaffold culture, our results showed strong up-regulation 
of cartilage-specific transcript expression. WJ-MSC exhibited greater type II collagen 
synthesis than BM-MSC at both transcript and protein levels. Furthermore, our work 
highlighted a relevant result showing that WJ-MSC expressed type X collagen at lower levels 
than BM-MSC. In conclusion, once seeded in the Alg/HA hydrogel scaffold, WJ-MSC and 
BM-MSC have different profiles of chondrogenic differentiation at both phenotypic level and 
matrix synthesis. After 4 weeks, WJ-MSC, embedded in a 3D environment, were able to 
adapt to their environment and express specific cartilage-related genes and matrix proteins. 
Today, WJ-MSC represent a real alternative source of stem cells for cartilage tissue 
engineering based on their chondrogenic differentiation potential, their low immunogenicity 
and the fact that they are easy to obtain. 
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INTRODUCTION 

Once damaged, cartilage tissue has limited self-repair capacity. Today, traumatic and 
degenerative articular cartilage damage can only be treated symptomatically (analgesics and 
anti-inflammatory drugs) or by surgery (mosaicoplasty, microfrature, autologous chondrocyte 
implantation) in order to delay joint replacement. However, these methods fail to restore 
native tissue integrity and lead to the formation of fibrocartilage1 which is functionally 
inferior to hyaline cartilage. For these reasons, scientists and clinicians consider cartilage 
tissue engineering to be a potential alternative treatment for cartilage repair. Tissue 
engineering combines three basic elements: a suitable cell source, a biocompatible scaffold 
and environmental factors to produce in vitro neotissue2. Three-dimensional (3D) scaffolds 
must be able to mimic the physiological environment and ensure attachment, proliferation and 
differentiation of cells. Due to their intrinsic properties, stem cells are promising tools for new 
tissue engineering developments and particularly for cartilage tissue regeneration. Owing to 
ethical considerations and the random efficiency of chondrogenic differentiation3, the use of 
embryonic stem cells is not the most appropriate. Thus, mesenchymal stromal/stem cells 
(MSC) are an attractive source of cells for cartilage tissue engineering. 

MSC from bone marrow (BM-MSC) remain the most studied stem cell source used in 
cartilage tissue engineering4,5. However, bone marrow collection is a painful and invasive 
procedure with the possibility of donor site damage. In addition, it has been demonstrated that 
the number of available BM-MSC is quite low in this compartment6, and their differentiation 
potential and proliferation capacity decrease with age7,8. Consequently, the use of autologous 
BM-MSC for tissue repair, which in some indications concerns elderly patients, has certain 
limits. Thus, identifying alternative sources of MSC would be very helpful.   

Due to their properties such as low immunogenicity9 and particularly, chondrogenic 
differentiation potential, MSC from Wharton’s jelly (WJ-MSC) promise to be an interesting 
source of MSC for cartilage tissue engineering10. Several studies have already demonstrated 
WJ-MSC potential for chondrogenic differentiation in three-dimensional (3D) cultures. WJ-
MSC were embedded in natural scaffolds such as type I collagen hydrogel11 or in synthetic 
polymers scaffolds such as polyglycolic acid meshes12, and polyvinyl alcohol-
polycaprolactone13. Cells were cultivated for 3 to 4 weeks in chondrogenic medium 
supplemented with growth factors (such as Transforming growth factor β1, β3 respectively 
(TGF-β1, -β3) and bone morphogenic protein (BMP2)) used alone or in combination13. These 
works showed the successful chondrogenic induction of WJ-MSC in 3D scaffolds with 
expression of specific cartilage-related genes and matrix proteins (Sox9, aggrecan, type II 
collagen, COMP (cartilage oligomeric matrix protein)). 

Alginate hydrogel is an in vitro and in vivo biocompatible scaffold14, and a hydrophilic 
polymers network which creates a porous microstructure ensuring nutrient diffusion, cell to 
cell contact, cell proliferation and differentiation15. Various studies have already shown that 
MSC embedded in alginate hydrogel represent a relevant model for chondrogenesis of human 
MSC and study of the molecular mechanisms involved in chondrogenic differentiation4,15. 
Hyluronic acid (HA) is a natural component of native cartilage and HA hydrogel can support 
and promote the chondrogenic differentiation of MSC16. According to a recent in vivo study, 
HA is an attractive hydrogel candidate for cartilage tissue engineering17. 

In this study, we propose, for the first time, to evaluate chondrogenic potential of WJ-MSC 
embedded in Alginate/Hyaluronic Acid (Alg/HA) hydrogel. Hydrogels were constructed by 
an original spraying method which has been previously described4,18. Our main objective is to 
evaluate chondrogenic differentiation of WJ-MSC in a 3D scaffold, without adding growth 
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factors, at transcript and protein levels. To conclude whether WJ-MSC represent a real 
alternative source of stem cells for cartilage tissue engineering, we compared the results to 
those obtained from standard BM-MSC.   

 

MATERIALS AND METHODS 

Isolation and culture of MSC 

WJ-MSC and BM-MSC were isolated and cultivated as previously described10. BM-MSC 
were only used as a standard control. MSC were incubated at 37°C under a humidified 
atmosphere with 5% CO2 in 21% O2 and cultivated up to the third passage. After expansion, 
MSC were harvested with 0.25% Trypsin-EDTA (Sigma, St. Louis, MO) and seeded at 3.106 
cells/mL of Alg/HA (Fig. 1). 

Scaffold construct and chondrogenic differentiation 

Scaffolds were built up with one hydrogel layer composed of 1.5% Alg/HA (ratio 4:1) and 
seeded with MSC. The spraying method used was previously described with rat 
chondrocytes18 and human MSC4. After hydrogel gelation, in a CaCl2 bath at 102mM, 
cylinders were cut at 5 mm diameter with a biopsy punch. Only for viability analysis, WJ-
MSC were also seeded in Alg/HA hydrogel beads, manufactured as previously described19 
and used as a control. Scaffolds were cultivated in a 48-well plate in chondrogenic medium 
containing DMEM-high glucose (Gibco, Grand Island, NY) supplemented with 10% Fetal 
Bovine Serum (Gibco), glutamine 2 mM (Sigma), penicillin 100 U/mL (Sigma), streptomycin 
100 µg/mL (Sigma), amphotericin B 2.5 µg/mL (Sigma), 100 μg/mL of sodium pyruvate 
(Sigma), 40 μg/mL of L-Proline (Sigma), 50 μg/mL of L-acid ascorbic (Sigma), 100nM of 
dexamethasone (Sigma) and 1 mM of CaCl2 (Sigma). Scaffolds were incubated at 37°C under 
a humidified atmosphere with 5% CO2 in 21% O2 during 28 days and chondrogenic medium 
was changed twice a week (Fig. 1).  

During chondrogenic differentiation, after 3, 14 and 28 days of culture, cells were extracted 
from Alg/HA hydrogel by dissolution in 55 mM sodium citrate (Sigma) and 50 mM EDTA 
solution (Merck, Darmstadt, Germany). After centrifugation (320 g, 5 min), viability, 
phenotype and mRNA expression were analyzed.         

Viability, apoptosis and necrosis analysis 

Apoptosis and necrosis of cells were analyzed by flow cytometry using the 
Vybrant/ApoptosisTM kit based on the AnnexinV/propidium iodide (PI) staining procedure 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Cells were suspended in 100 µL of 1X Annexin-liant buffer with 
2.5 µL of Annexin V-Alexa 488 and 1 µL of PI (100 µg/mL), for 15 min. at room 
temperature. After incubation, 200 µL of 1X Annexin V buffer were added to each sample. 
Then, cells were analyzed by measuring fluorescence emission at 530 nm and 575 nm, 
respectively for Alexa 488 (apoptotic cells) and PI (necrotic cells), with a Gallios flow 
cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA). Negative (unlabeled cells) and positive controls 
(apotosis and necrosis) were performed. Apoptosis was induced by incubating anti-Fas mouse 
antibody (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY) with the cells during 1 h. After washing, a 
second anti-mouse IgG3 antibody (BD, Franklin Lakes, NJ) was incubated for 1 h with cells 
and finally, cells were labeled only with Annexin V-Alexa 488. Cells necrosis was induced by 
adding Triton X-100 solution (Sigma) during 1 min. before centrifugation (300 g, 5 min) and 
PI labeling. For all analyses, at least 5000 events were analyzed.  
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Phenotypic analysis  

Briefly, to perform phenotypic analysis, MSC were incubated with fluorescein isothiocyanate 
(FITC) or phycoerythrin (PE) conjugated mouse anti-human antibodies CD34-PE, CD45-
FITC, HLA-DR-FITC, CD73-PE, CD44-FITC, CD105-PE and CD166-PE (Beckman 
Coulter, Brea, CA) for 30 min. at room temperature. Negative and isotype (FITC and PE) 
controls were performed. After immunofluorescence staining, for each sample, 10000 events 
were counted by Gallios flow cytometer (Beckman Coulter, Brea, CA).  

Transcript analysis 

MSC were rinsed with PBS three times to remove residual alginate. Total RNA was extracted 
by RNeasy Plus mini kit (Qiagen, Hilden, Germany) according to the manufacturer’s 
instructions. RNA yield was evaluated by spectrophotometry and RNA quality was analyzed 
by electrophoresis through a 1% agarose gel. Then, RNA was reverse-transcripted to cDNA 
using iScript™ cDNA Synthesis Kit (Bio-rad, Hercules, CA). Quantitative PCR was 
performed using iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-rad) and a Light Cycler 
system (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) during 45 cycles to quantitatively analyze 
gene expression. Values were normalized to expression of RP29 mRNA. Table 1 lists the 
specific primers used.  

Matrix protein synthesis 

Matrix protein synthesis was evaluated by histology and immunofluorescence staining. After 
28 days of chondrogenic differentiation, Alg/HA scaffolds were fixed in 4% 
paraformaldehyde (Sigma), 100 mM sodium cacodylate (Sigma) and 10 mM CaCl2 (Sigma) 
solution (pH 7.4) during 4 hours and then washed overnight in 100 mM sodium cacodylate 
and 50 mM BaCl2 (Sigma) buffer (pH 7.4). The scaffolds were dehydrated, embedded in 
paraffin blocks, cut into 5 µm thick sections and mounted onto glass slides. 

For histological analysis, total collagen and proteoglycans were stained by Sirius red and 
Alcian Blue, respectively, and observed by light microscopy (DMD 108, Leica, Wetzlar, 
Germany). 

For immunofluorescence staining, hydrogel sections were permeabilized with 0.1% Triton X-
100 (Sigma) for 20 min. and then blocked with 0.5% bovine serum albumin (BSA) (Sigma) in 
DMEM without phenol red (Gibco) for 15 min. at room temperature. Specimens were 
incubated for 45 min. with rabbit anti-human type I, II, or X collagen antibodies (1:50) 
(Merck, Darmstadt, Germany). After a washing step, samples were incubated for 45 min. with 
secondary antibody: a goat anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 (1:50) (Invitrogen, Carlsbad, CA). 
Negative and isotype controls were also performed. Immunofluorescence labeling was 
detected using fluorescence microscopy (DMI 3000B, Leica, Wetzlar, Germany). 

Statistical analysis 

Statistical tests and graph representations were performed using graphPad Prism 5 software 
(GraphPad, San Diego, CA). All the data are presented as means ± standard error of the 
means (SEM) of three independent experiments with cells from different donors (umbilical 
cord and bone marrow). Significant statistical differences were calculated using one- or two-
way ANOVA (analysis of variance). A p-value less than 0.05 was considered significant for 
the ANOVAs. If significance existed, a post-hoc analysis was performed using the 
Bonferonni post-tests to evaluate significance for all experiments. 
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 RESULTS 

Viability, apoptosis and necrosis analysis 

Cell viability, apoptosis and necrosis were analyzed 3, 14 and 28 days after scaffold construct 
and data were compared to BM-MSC in the same conditions (Fig. 2A). After 3 days of 
culture, WJ-MSC viability was 58 ± 4%. From 14 days, viability significantly increased (p < 
0.05) and became greater than 80% until 28 days. Meanwhile, apoptosis and necrosis 
decreased from 14 up to 28 days. No significant difference was observed between WJ-MSC 
and BM-MSC. To understand WJ-MSC behavior in early culture, the same parameters were 
evaluated using two methods of scaffold construct; alginate beads and alginate cylinders 
obtained by spraying method, between 3 and 10 days after build-up (Fig. 2B). The results 
indicated clearly that at the third day of culture, the viability of sprayed cells was significantly 
lower than in cells embedded in alginate beads (p < 0.001). At the same moment, cell 
apoptosis was significantly higher in cylinders compared to cells seeded in beads (p < 0.05). 

Phenotypic analysis 

Flow cytometry showed that regardless of the time of culture or the cell source, MSC were 
negative for the hematopoietic markers (CD34, CD45) and HLA-DR (Fig. 3A). Less than 5% 
of cells expressed these surface markers. WJ-MSC from the monolayer to the end of 3D 
culture variably expressed mesenchymal markers such as CD44, CD73, CD90, CD105 and 
CD166 (Fig. 3B). During monolayer expansion, the proportion of CD44+, CD73+ and 
CD105+ cells were significantly higher in WJ-MSC compared to BM-MSC (p <0.001, p 
<0.05 and p <0.01, respectively). No difference was reported for CD90 and CD166 
expression. In 3D environment and during chondrogenic differentiation, the proportions of 
positive WJ-MSC for mesenchymal markers (except CD44) decreased significantly from 14 
and up to 28 days, in comparison with monolayer expansion. On the other hand, the 
proportion of CD44+ cells remained relatively constant. From 14 days, positive WJ-MSC for 
mesenchymal markers seemed to be less expressed than BM-MSC, especially for CD90 and 
CD166 which were significantly reduced (p < 0.05).  

Transcript analysis 

Relative expression of specific cartilage-related genes was evaluated by quantitative RT-PCR 
during chondrogenic differentiation (Fig. 4). While aggrecan and type IIa collagen expression 
seemed to increase during 3D culture, Sox9, COMP and total type II collagen expression by 
WJ-MSC were significantly higher compared to early stage of chondrogenesis (p <0.01). 
After 28 days of chondrogenic induction, type IIa and total type II collagens were 
significantly more expressed by WJ-MSC than by BM-MSC (p <0.001). Conversely, COMP 
expression was lower in WJ-MSC compared to standard BM-MSC (p <0.001). A 
hypertrophic cartilage marker, type X collagen, was also analyzed during chondrogenic 
differentiation. Our results showed that type X collagen was very weakly expressed by WJ-
MSC throughout culture compared to BM-MSC (p <0.001, after 28 days of chondrogenic 
induction). 

Matrix protein synthesis 

To study chondrogenic differentiation, matrix protein synthesis was detected after 28 days of 
induction. Proteoglycans and total collagen were stained by Alcian blue (Fig. 5A) and Sirius 
red (Fig. 5B), respectively. According to histological labeling, matrix protein synthesis 
remained pericellular and total collagen synthesis seemed to be greater in WJ-MSC compared 
to BM-MSC. To explore the synthesis of various collagens in depth, immunofluorescence 
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staining was performed after 28 days of chondrogenic induction (Fig. 5C). Both cell types 
expressed type I collagen. In contrast, WJ-MSC seemed to synthesize more type II collagen, 
whereas BM-MSC seemed to produce more type X collagen. These results obtained for 
matrix protein synthesis analysis were consistent with those obtained for transcript analysis.  

 

DISCUSSION 

Today, thanks to their multiple properties and their ease of access, WJ-MSC seem to be an 
interesting source of MSC for cartilage tissue engineering. The aim of this work was to 
evaluate the chondrogenic potential of WJ-MSC embedded in Alg/HA hydrogel, constructed 
by an original spraying method, without adding growth factors and to compare results those 
obtained with standard BM-MSC. The culture model used in this study has already been 
validated in previous studies4,18. We showed that the spraying process contributes to form a 
highly functional and structured biomaterial for cartilage tissue engineering. In this present 
study, we investigated the potential for chondrogenic differentiation of WJ-MSC maintained 
in scaffolds built by spraying process. We then compared chondrogenic potential to that 
obtained from BM-MSC. We focused on cell viability, cell phenotype and evaluation of 
matrix synthesis during chondrogenic differentiation. 

Alginate hydrogel is considered a natural, polysaccharide-based and biocompatible scaffold 
which creates a porous microstructure and is therefore a viable environment for cell culture20. 
Adult stem cells encapsulated in alginate hydrogel exhibited viability greater than 95% up to 
28 days of culture21. Very few studies have shown the impact of seeding WJ-MSC in alginate 
hydrogel on cell viability22,23. Penolazzi et al. indicated that WJ-MSC, encapsulated in 
alginate microbeads, were highly viable (about 90%) after 6 days of culture22. In the present 
study, we demonstrated an increase of sprayed WJ-MSC viability (> 80%) at day 14 which 
was maintained until the end of the culture. Few apoptotic and necrotic cells found at day 3 
seemed to be due to the spraying method, and were eliminated in the last step of necrosis. 
These results are consistent with those of a previous study which used BM-MSC in the same 
conditions4. It was demonstrated that spraying method effects are quite damaging to cell 
viability and metabolic activity during the first 7 days of culture4. To confirm our hypothesis 
and explain cell mortality at day 3, we performed two methods of scaffold construct: alginate 
beads and alginate cylinders (obtained by spraying method) seeded with the same WJ-MSC 
(Fig. 2B). The results indicated clearly that at the third day of culture, viability of sprayed 
cells was significantly lower than in cells embedded in alginate beads. At the same moment, 
cell apoptosis was significantly higher in cylinders compared to cells seeded in beads. Thus, 
we have shown that the spraying method can transiently alter cell viability only during the 
onset of culture. This could be explained by the fact that the impact of cells on the support 
may induce the death of some cells. After 3 days of culture, WJ-MSC seemed to be adapted to 
their new 3D environment without any detectable damage. Thus, these data are consistent 
with previous reports4,18 and confirm that, even after spraying process, Alg/HA hydrogel 
remains an in vitro biocompatible environment for 3D cell culture. 

Cell characterization was performed by the study of surface marker expression and analysis of 
Sox9 transcription factor expression which are involved in chondrogenic differentiation. 
During monolayer culture, WJ-MSC expressed MSC surface markers (such as CD44, CD73, 
CD90, CD105 and CD166) as reported in previous studies10,24. A very large number of WJ-
MSC (almost 100%) were positive for CD73, CD90, CD105 and it was demonstrated that 
expression of these markers by adult MSC was clearly in favor of a chondrogenic potential25-

27. In monolayer and in comparison with BM-MSC, the proportion of CD44+, CD73+ and 
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CD105+ WJ-MSC were significantly higher. Up-regulation of the HA receptor (CD44) in 
WJ-MSC has been previously described and probably results in the histological structure of 
the umbibical cord matrix28. Indeed, according to histochemical analysis, Wharton’s jelly 
contains significant amounts of HA29. Moreover, it is well known that scaffold composed of 
HA may create an environment that can preserve the normal phenotype of chondrocytes and 
may guide cell differentiation to chondrogenesis17. In our study, due to the presence of HA in 
alginate hydrogel, regardless of the MSC source and during 3D culture, CD44 expression 
remained high and stable as mentioned in literature16. On the other hand, Lee et al. showed 
that in alginate hydrogel, without hyaluronic acid, a marked decrease of CD44 expression by 
BM-MSC was observed after two weeks of culture30. CD73, an ecto-5'-nucleotidase, which 
plays a crucial role in extracellular adenosine generation, is known to be a regulatory factor in 
chondrogenic differentiation31. CD105 (endoglin), a membrane glycoprotein which is part of 
the TGFβ receptor complex32, is considered a marker of stem cell chondrogenic potential33. 
Moreover, it has been demonstrated that the expression of these two markers decreases during 
chondrogenesis30. Thus, according to this phenotype profile (particularly CD73 and CD105 
expression), before seeding in a 3D scaffold, WJ-MSC should have better chondrogenic 
potential compared to BM-MSC. After cell embedding in Alg/HA hydrogel and throughout 
culture, WJ-MSC undergo significant phenotypic changes. From 14 and up to 28 days, the 
percentages of positive WJ-MSC for mesenchymal markers (except CD44) decreased 
significantly compared to monolayer marker expression. These results are consistent with 
those of a previous study showing similar data with BM-MSC seeded in alginate hydrogel and 
cultivated with or without growth factor for two weeks30. In 3D culture, mesenchymal marker 
expression levels decreased during the chondrogenic differentiation process30. Nagase et al. 
showed that CD90 was an important indicator of chondrogenic differentiation potential of 
synovial MSC34. Decreased CD90 expression was correlated with reduced chondrogenic 
potential34. According to our results, decreased expression of mesenchymal markers could 
reflect a loss of undifferentiated character of WJ-MSC and cell commitment to a 
differentiation pathway. In our study, after 14 days of 3D culture, WJ-MSC and BM-MSC 
showed different phenotype profiles. Positive WJ-MSC for mesenchymal markers seemed to 
decrease compared to BM-MSC, notably for CD90 and CD166 which were significantly 
reduced. To confirm cell commitment to a differentiation pathway and particularly to 
chondrogenesis, we analyzed the expression of the critical chondrogenic marker, Sox9 
transcription factor. Chondrogenic gene Sox9 was observed during in vitro induction of 
chondrogenesis and promoted transcription of cartilage protein such as type II collagen and 
aggrecan2,35. Our data showed that the relative expression of Sox9 was highly increased 
between the 14th and 28th days of scaffold culture and demonstrated WJ-MSC commitment 
to chondrogenesis. A recent study using WJ-MSC seeded in type I collagen hydrogel, but 
with a chondrogenic induction by growth factor (TGF-β1), described an early up-regulation of 
Sox9 from the 7th culture day11. Also, it is known that TGFβ receptor, via Smad 2/3 pathway, 
activated Sox9 transcription factor35. 

Evaluation of matrix synthesis was evaluated at both transcript and protein levels. Cartilage 
matrix is composed of a network of specific molecules which give the tissue its functional 
properties and notably its resistance to mechanical stress36. After 28 days of scaffold culture, 
our results demonstrated a strong up-regulation of cartilage-specific transcript expression. 
This result is consistent with those of previous studies using WJ-MSC embedded in 3D 
environment and stimulated by growth factors11,13. Type II collagen is the main collagen 
found in physiological hyaline cartilage and provides its tensile strength36. According to our 
results, after 4 weeks of chondrogenic differentiation, WJ-MSC exhibited greater type II 
collagen synthesis than BM-MSC, at both transcript and protein levels. In a relevant study, 
Wang et al. demonstrated that WJ-MSC, seeded on polyglycolic acid scaffold, using growth 
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factor, synthesized nearly three times as much collagen production as BM-MSC. However, 
the differentiation profile of WJ-MSC, compared to BM-MSC, consisted of a larger amount 
of type I collagen and a smaller amount of type II collagen37. Based on our data, Alg/HA 
hydrogel scaffold seems to be a suitable environment promoting type II collagen synthesis by 
WJ-MSC. The fact that type IIa procollagen, considered a chondroprogenitor cell marker, was 
still present at 28 days seems to indicate incomplete or slow chondrogenesis in WJ-MSC38. 
No significant difference in proteoglycans synthesis was observed between WJ-MSC and 
BM-MSC. Finally, our work highlights a relevant result showing that WJ-MSC express type 
X collagen at lower levels than BM-MSC, at both transcript and protein levels and especially 
at 28 days. Type X collagen is considered a relevant hypertrophic chondrocyte marker35 and 
serves as a framework for subsequent matrix calcification39. Hypertrophic extracellular matrix 
is functionally different to physiological hyaline cartilage and tends to become similar to bone 
matrix. Hypertrophic chondrocytes are associated with the final stage of MSC 
chondrogenesis2. A major challenge for cartilage tissue engineering is to control hypertrophic 
differentiation and maintain a stable chondrocyte phenotype35. In this context, according to 
our results, after 28 days of chondrogenic differentiation, WJ-MSC seem to be less committed 
towards hypertrophy than BM-MSC.  

 

CONCLUSIONS 

Although numerous studies showed the successful chondrogenic induction of WJ-MSC in 3D 
scaffolds, our work demonstrated, for the first time, chondrogenic differentiation of WJ-MSC 
without adding growth factors. Once seeded in Alg/HA hydrogel scaffold, WJ-MSC and BM-
MSC have different profiles of chondrogenic differentiation at both transcript and protein 
levels. After 4 weeks, WJ-MSC, embedded in 3D environment, were able to adapt to their 
environment and express specific cartilage-related genes and matrix proteins. Due to their 
chondrogenic differentiation potential, their low immunogenicity and the fact that they are 
easy to obtain, today WJ-MSC represent a real alternative source of stem cells for cartilage 
tissue engineering. In order to improve mimicking of the physiological environment and 
enhance chondrogenic differentiation, it would be interesting to apply mechanical stress and 
turn to stratified cartilage tissue engineering. In all events, cartilage repair based on WJ-MSC 
embedded in Alg/HA hydrogel remains to be examined further by preclinical and clinical in 
vivo assays.  
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Table 1. List of PCR primers used for the present study. 

Name Forward primer (5’-3’) Reverse primer (5’-3’) TM (°) 
RP29 AAGATGGGTCACCAGCAGCTCTACTG  AGACGCGGCAAGAGCGAGAA  

 
60 

 
Sox9 GAGCAGACGCACATCTC  

 
CCTGGGATTGCCCCGA  
 

55 

Aggrecan TCGAGGACAGCGAGGCC  
 

TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA  
 

62 

COMP ACAATGACGGAGTCCCTGAC  

 
TCTGCATCAAAGTCGTCCTG  
 

60 

Type IIa 
collagen 

GCAGGATGGGCAGAGGTAT  

 
ATCTCAGGGCTGAGGCAGT  

 
60 

Total II 
collagen 

ATGACAATCTGGCTCCCAAC  
 

GAACCTGCTATTGCCCTCTG  
 

55 

Type X 
collagen 

GCTAAGGGTGAAAGGGGTTC  
 

CTCCAGGATCACCTTTTGGA  
 

60 

 

 

 

Figure 1. Illustration of protocol steps used to perform scaffold construct and chondrogenic 
differentiation. After monolayer expansion, MSC were seeded at 3.106 cells/mL of Alg/HA 
hydrogel. Hydrogel was sprayed, gelated and cut into 5 mm diameter cylinders; scale bar = 5 
mm. Scaffolds were cultivated in a 48-well plate in chondrogenic medium during 28 days. 
Abbreviations: P3, passage 3; Alg/HA, Alginate/Hyaluronic Acid; MSC, mesenchymal 
stromal/stem cells. 
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Figure 2. Changes in MSC viability during scaffold culture. Cell viability was measured by 
flow cytometry at 3, 14 and 28 days of culture of MSC embedded in Alg/HA hydrogel. 
Necrotic and apoptotic cells were labeled with propidium iodide and annexin V–Alexa 488, 
respectively. (A): cell viability was evaluated after spraying method of scaffold construct 
between BM-MSC and WJ-MSC. (B): WJ-MSC viability was evaluated for two methods of 
scaffold construct: alginate beads and alginate cylinders (obtained by spraying method). The 
results are expressed as mean ± SEM (n ≥ 3). *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 (Day x vs 
Day 3 for a same cell source (A) or method of scaffold construct (B)). # p<0.05 and ### 
p<0.001 (Cylinders vs Beads for a same culture time). Abbreviations: BM-MSC, bone 
marrow mesenchymal stromal/stem cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal 
stromal/stem cells. 
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Figure 3. Immunophenotypic analysis of MSC by flow cytometry during monolayer 
expansion and throughout scaffold culture. (A): Hematopoietic markers and Major 
Histocompatibility Complex class II molecule. (B): Mesenchymal surface markers. For 
mesenchymal surface markers, the results are shown as percentages of positive cells. All 
results are expressed as mean ± SEM. (n = 3). *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 (Day x vs 
Day 0 (monolayer) for a same cell source). # p<0.05, ## p<0.01 and ### p<0.001 (WJ-MSC 
vs BM-MSC for a same culture time). Abbreviations: BM-MSC, bone marrow mesenchymal 
stromal/stem cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal stromal/stem cells. 
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Figure 4. Relative expression of specific cartilage-related genes evaluated by quantitative 
RT-PCR during 28 days of chondrogenic induction. All results are expressed as mean ± SEM. 
(n = 3). *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 (Day x vs Day 3 for a same cell source). ### 
p<0.001 (WJ-MSC vs BM-MSC for a same culture time). Abbreviations: BM-MSC, bone 
marrow mesenchymal stromal/stem cells; COMP, cartilage oligomeric matrix protein; COL, 
collagen; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal stromal/stem cells. 
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Figure 5. Matrix protein synthesis detected after 28 days of chondrogenic induction. 
Proteoglycans and total collagen were stained by Alcian blue (A) and Sirius red (B), 
respectively; scale bar = 200 µm. To explore the synthesis of various collagens in depth, 
immunofluorescence staining was performed and detected using fluorescence microscopy 
(C); scale bar = 100 µm. Abbreviations: BM-MSC, bone marrow mesenchymal stromal/stem 
cells; WJ-MSC, Wharton’s Jelly mesenchymal stromal/stem cells. 
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III- CADRE REGLEMENTAIRE DE L’UTILISATION DES CSM-GW 

 

ARTICLE 4: 

Cellules souches et nouvelle loi de bioéthique française. 

Loïc Reppel, Olivia Caunday, Stéphanie Bultel, Jean-François Stoltz, Céline Huselstein, 

Danièle Bensoussan. 

Hématologie, 2012, 18 (3) : 175-81 

 

Ce travail bibliographique a été réalisé pendant ma thèse d’Université au cours de 

laquelle je me suis également intéressé au cadre réglementaire de l’utilisation des cellules 

souches humaines en France. En juillet 2011, la loi de bioéthique française a fait l’objet d’une 

révision apportant, dans le domaine des cellules souches, quelques évolutions par rapport à la 

loi précédente. L’avancée majeure de cette loi repose, à présent, sur un encadrement 

spécifique des cellules souches hématopoïétiques du sang placentaire en vue d’une utilisation 

thérapeutique ou scientifique. Ce dernier n’est plus considéré comme un déchet opératoire 

mais bien comme une source à part entière de cellules souches hématopoïétiques au même 

titre que la moelle osseuse et le sang périphérique. 

Après la parution de cette nouvelle loi de bioéthique, cette revue nous a permis de 

faire un état des lieux des aspects réglementaires encadrant l’utilisation des cellules souches à 

des fins thérapeutiques et scientifiques et plus particulièrement l’utilisation des cellules 

souches du cordon ombilical. 

 

RESULTATS: 

Avant la décision du 16 mai 2012 (n° 2012-249) résultant de la loi de bioéthique de 

2011 (loi n° 2011-814 du 7 juillet 2011 relative à la Bioéthique), le cordon ombilical et par 

extension la gelée de Wharton étaient considérés comme des déchets opératoires, dont le don 

était encadré par un régime de « non-opposition ». À présent, la gelée de Wharton est 

considérée comme une source à part entière de CSM et de ce fait, le prélèvement de cellules 

du cordon (ou du placenta) ne peut avoir lieu qu’à des fins thérapeutiques ou scientifiques, en 

vue d’un don anonyme et gratuit, et à la condition que la femme, durant sa grossesse, ait 
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donné son consentement par écrit au prélèvement et à l’utilisation de ces cellules (Art. L. 

1241-1). Des informations sur les finalités de ce don lui sont données de façon précise. Ce 

consentement est révocable sans forme et à tout moment tant que le prélèvement n’est pas 

intervenu. 

Depuis la parution de cette revue et notamment concernant l’utilisation des CSE à des 

fins de recherche, quelques modifications non négligeables sont apparues dans la loi. En 

France, suite à la loi de bioéthique de 2011, l’interdiction de la recherche sur les CSE 

humaines était assortie de dérogations pérennes dans des conditions très strictes. En août 

2013, une nouvelle loi est promulguée (Loi n° 2013-715 du 6 août 2013), tendant à modifier 

cette dernière loi de bioéthique en autorisant sous certaines conditions la recherche sur 

l’embryon et les CSE. Ainsi, ce nouveau texte permet de passer d'un régime "d'interdiction 

assortie de dérogations" à un régime "d'autorisation encadrée" de la recherche sur les CSE 

renforçant la légitimité de cette dernière. Très récemment, la décision du 3 mars 2014, publiée 

au Journal officiel, fait état d’une liste des autorisations accordées aux différentes équipes de 

recherche, par l’Agence de la Biomédecine. 

Aujourd’hui, suite à la directive européenne 1394/2007, l’utilisation thérapeutique des 

CSM répond à la définition du Médicament de Thérapie Innovante (MTI) et impose, par 

conséquent, certaines exigences réglementaires. Les CSM correspondent à des médicaments 

de thérapie cellulaire somatique qui, au cours de leur production, ont fait l’objet de 

modifications substantielles (la culture in vitro, notamment). La notion de modification 

substantielle doit se comprendre sur les conséquences de la modification, qui est substantielle 

si elle entraîne une modification des propriétés biologiques ou fonction initiale. De plus, les 

CSM ne sont pas destinées à être utilisées pour la (les) même(s) fonctions(s) essentielle(s) 

chez le receveur et chez le donneur. Ainsi, si un produit répond à l’une ou l’autre de ces deux 

conditions, il est considéré comme un MTI. Le statut de MTI attribué aux CSM exige que ces 

dernières soient produites dans des établissements pharmaceutiques et selon les Bonnes 

Pratiques de Fabrication du médicament. L’autorisation de commercialisation d’un MTI se 

fait dans le cadre d’une procédure centralisée. Cette autorisation est délivrée par la 

commission européenne après évaluation de l’Agence Européenne du Médicament. 
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Hématologie 2012 ; 18 (3) : 175-81

Cellules souches et nouvelle loi
de bioéthique française
Stem cells and new french bioethics law

Loïc Reppel1,3

Olivia Caunday1,2,3

Stéphanie Bultel2
Jean-François Stoltz1,2,3

Céline Huselstein1,3

Danièle Bensoussan1,2,3

1 CNRS,
UMR 7561,
Biopôle,
Campus Santé,
54505, Vandœuvre-lès-Nancy,
France
2 CHU de Nancy,
unité de thérapie cellulaire et tissus,
54511 Vandœuvre-lès-Nancy,
France
3 Université de Lorraine,
54000 Nancy,
France
<loic.reppel@univ-lorraine.fr>

Résumé. En juillet 2011, la loi de bioéthique française a fait l’objet d’une révision
apportant, dans le domaine des cellules souches, quelques évolutions par rapport à
la loi précédente. Concernant les cellules souches embryonnaires (CSE), la nouvelle
loi de bioéthique confirme la possibilité d’effectuer des recherches sur l’embryon
et sur les CSE uniquement sur dérogations strictement encadrées et délivrées par
l’Agence de la biomédecine. En revanche, l’avancée majeure de cette loi repose,
à présent, sur un encadrement spécifique des cellules souches hématopoïétiques du
sang placentaire en vue d’une utilisation thérapeutique ou scientifique. Ce dernier
n’est plus considéré comme un déchet opératoire mais bien comme une source
à part entière de cellules souches hématopoïétiques au même titre que la moelle
osseuse et le sang périphérique.

Mots clés : loi de bioéthique, cellules souches embryonnaires, cellules souches
hématopoïétiques, sang placentaire

Abstract. In July 2011, the French bioethics law was the subject of a revision
bringing few remarkable changes compared to the previous law, especially in the
field of stem cells. Regarding Embryonic stem cells (ESC), the new law confirms the
possibility to carry out research on the embryo and ESC exclusively after obtention
of a derogation strictly regulated and delivered by the French Biomedicine Agency.
On the other hand, the main advance of this law concerns a specific regulating of
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cord blood hematopoietic stem cells for therapeutic or scientific uses. This collection
site is no longer considered as a medical waste but as a source of hematopoietic
stem cells as well as bone marrow and peripheral blood.

Key words: Bioethics law, embryonic stem cells, hematopoietic stem cells, cord
blood

L’ utilisation des cellules
souches humaines,
pour des applica-
tions cliniques ou à
visée scientifique, est

encadrée par un ensemble de textes
législatifs et réglementaires mentionnés

l’utilisation des éléments et produits
du corps humain à des fins médicales
ou scientifiques, mentionnées dans la
loi n◦ 2004-800 du 6 août 2004
relative à la bioéthique [1]. Très
récemment, cette loi a fait l’objet d’une
révision de la part des parlementairesré

 à
 p
dans le Code de la santé publique.
À l’exception des cellules souches
hématopoïétiques, les cellules souches
sont principalement utilisées dans
des protocoles de recherche biomé-
dicale. Ces recherches sont régies par
l’ensemble des dispositions couvrant

aboutissant à la promulgation de la loi
n◦ 2011-814 du 7 juillet 2011
relative à la bioéthique [2]. Deux
types de cellules souches humaines
sont spécifiquement traités dans cette
loi de bioéthique : les cellules souches
embryonnaires (CSE), pour lesquelles
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es activités de recherche sont strictement réglementées, et
es cellules souches hématopoïétiques (CSH), dont les sources
aisant l’objet d’une utilisation thérapeutique sont clairement
pécifiées (cas des CSH du sang placentaire). Cette loi
e bioéthique constitue de ce fait un élément majeur du
adre juridique des cellules souches, en ceci qu’elle traite
u don, de la conservation et de l’utilisation des éléments
t produits du corps humain. La dernière révision de cette
oi n’apporte aucun changement fondamental concernant
e statut réglementaire des CSE. En revanche, elle apporte
uelques modifications sur les modalités de prélèvement des
SH et encadre, à présent, de façon spécifique, les CSH
u sang placentaire. Ainsi, le sang placentaire passe du sta-

ut de déchet opératoire à celui de source à part entière de
SH, nécessitant le consentement libre et éclairé des mères
onneuses. Cette revue a pour objectif de relater les dispo-
itions réglementaires récentes apportées par la nouvelle loi
e bioéthique dans le domaine des cellules souches et dans

e contexte actuel.

a recherche sur les CSE humaines

a production d’une lignée de CSE humaine nécessite obliga-
oirement la destruction d’un embryon humain. Cet acte est
uffisamment significatif pour que toute action en découlant
oit réglementée avec précision.

es grands principes de la loi

’après la loi de bioéthique de 2011, la conception in vitro
’embryon ou la constitution par clonage d’un embryon
umain à des fins de recherche reste interdite (Art. L. 2151-2)
n droit français, l’interdiction de la recherche sur l’embryon
umain et sur les CSE a été assortie de dérogations pérennes
ans des conditions très strictes (Art. L. 2151-5). Cet assou-
lissement de la loi résulte d’un compromis trouvé entre les
arlementaires défavorables à la recherche sur l’embryon,
u nom du respect de la dignité humaine, et ceux qui en
taient partisans au nom de la liberté de la recherche. Suite
la loi de bioéthique de 2011, un décret d’application est

aru en avril 2012 [3], qui fixe précisément les modalités
’autorisation et de mise en œuvre des recherches menées
ur les CSE. Ainsi, à titre dérogatoire, la loi prévoit la
ossibilité et l’autorisation pour les équipes de recherche
rançaise d’effectuer des recherches sur les CSE. Ces inves-ré

 à
 p
igations sont autorisées sous plusieurs conditions, parmi
esquelles (Art. L. 2151-5) :

les recherches sont susceptibles de permettre des progrès
édicaux majeurs en matière de prévention, de diagnostic
u de soins,
il est impossible, en l’état des connaissances, de parvenir

u résultat escompté par le biais d’une recherche ne recou-
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rant pas à des embryons humains, des CSE ou des lignées
de cellules souches,
– la décision d’autorisation est également prise en fonction
de la pertinence scientifique du projet et de ses conditions
de mise en œuvre au regard des principes éthiques relatifs
à la recherche sur l’embryon et les CSE.
Ces recherches ne peuvent être menées qu’à partir
d’embryons surnuméraires conçus au départ, in vitro, dans
le cadre d’une assistance médicale à la procréation (AMP)
et ne faisant plus l’objet d’un projet parental. Le consente-
ment écrit du couple est recueilli à deux reprises, à trois mois
d’intervalle. Il est dûment informé des possibilités d’accueil
des embryons par un autre couple ou d’arrêt de leur conser-
vation. Leur consentement est révocable à tout moment et sans
motif, tant que les recherches n’ont pas débuté.
Après autorisation, les recherches peuvent également être
conduites sur des embryons porteurs d’une anomalie recher-
chée dans le cadre d’un diagnostic préimplantatoire.
Ainsi, les protocoles de recherche font l’objet d’une autorisa-
tion de la part de l’Agence de la biomédecine, qui s’assure
que les conditions posées précédemment sont satisfaites.
Cette demande d’autorisation nécessite la rédaction d’un
dossier complet, décrivant de façon très précise le protocole
de recherche. Dans un bilan relativement récent, l’Agence
de la biomédecine indique qu’entre 2004 et 2011, 48 pro-
tocoles de recherche concernant les CSE ont été autorisés
[4].
Après un débat de longue haleine, le Sénat, pourtant favo-
rable en première lecture à une évolution de la loi vers une
autorisation encadrée de la recherche sur les CSE, s’est fina-
lement rangé début juin 2011 à l’avis du gouvernement et de
la majorité des députés. Les 21 et 23 juin 2011, l’Assemblée
nationale puis le Sénat ont donc adopté définitivement le pro-
jet de loi concernant la révision de la loi de bioéthique de
2004. Ainsi, elle maintient l’interdiction de mener en France
des recherches sur l’embryon et les CSE, sauf dérogations
spéciales et strictement encadrées. Ce statu quo a suscité
de vives déceptions de la part des scientifiques français, qui
considèrent cette décision parlementaire comme rétrograde,
à contre-courant de certains de leurs partenaires européens et
internationaux. Certains chercheurs français soulignent éga-
lement l’ambiguïté de cette loi, qui interdit la recherche sur
les CSE avec finalement, la possibilité d’obtenir, à titre déro-
gatoire, des autorisations.
La loi permet également, après autorisation de l’Agence de
la biomédecine, d’importer ou d’exporter des CSE dans le
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cadre de ces recherches (Art. L. 2151-6). Tout organisme qui
assure, à des fins de recherche, la conservation des CSE,
doit être titulaire d’une autorisation délivrée par l’Agence
de la biomédecine (Art. L. 2151-7). L’autorisation permet-
tant de travailler sur les CSE, délivrée à titre dérogatoire,
n’est donnée qu’à des fins de recherche et non à des fins
de développement industriel. Un embryon humain ne peut
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tre ni conçu, ni constitué par clonage, ni utilisé à des fins
ommerciales ou industrielles (Art. L. 2151-3) [5].
ujourd’hui, les lignées de CSE utilisées pour ces recherches
euvent avoir deux origines : elles peuvent provenir
’embryons surnuméraires cédés à la recherche, ou être

mportées depuis l’étranger.

btention de lignées de CSE en France

n premier lieu, une lignée de CSE peut être produite à partir
’embryons conçus in vitro dans le cadre d’une démarche
’AMP. Trois types d’embryons sont concernés :
les embryons surnuméraires sains, congelés et ne faisant

lus l’objet d’un projet parental,
les embryons issus de fécondation in vitro mais dont la

ualité empêche leur utilisation à des fins de procréation,
les embryons porteurs de maladies génétiques, repérés

ors d’un diagnostic préimplantatoire. Les lignées réalisées à
artir de tels embryons peuvent servir de modèles précieux
ans la recherche du développement de ces maladies.
ans tous les cas, le consentement libre et éclairé du couple
l’origine de la conception des embryons utilisés doit être

ecueilli. Ainsi, il décide de faire don de ses embryons à la
echerche.
’obtention de lignées de CSE humaines à partir d’embryons
écessite un savoir-faire et une technicité très difficiles à
cquérir. À l’heure actuelle, très peu d’équipes en France
’y sont attelées. D’après les chiffres de l’Agence de la bio-
édecine, qui est chargée par la loi de tenir un registre
es lignées de CSE dérivées en France, 27 lignées ont été
érivées depuis 2004, dont une seule produite à partir d’un
mbryon sain.
ans un second temps, et afin de faciliter l’accès aux CSE
umaines pour les équipes de recherche française, la loi de
ioéthique a prévu la possibilité d’importer des lignées obte-
ues à l’étranger. Cette importation fait également l’objet
’une autorisation délivrée par l’Agence de la biomédecine.
lle s’assure que les conditions dans lesquelles les embryons
nt été donnés par les couples sont en accord avec les condi-

ions pratiquées en France. Depuis 2004, 46 autorisations
’importation ont été délivrées [4, 6].

tat des lieux des législations étrangères

es législations concernant l’utilisation de l’embryon humain
t des CSE à des fins de recherche présentent une certaineré

 à
 p
isparité à travers le monde. Les législations en vigueur
euvent être classées en quatre catégories :
législation permissive : l’utilisation de la majorité des tech-

iques est permise concernant la recherche sur l’embryon, à
’exception du clonage reproductif. C’est le cas du Royaume-
ni, de la Belgique, de l’Espagne, des États-Unis (sur fonds
on fédéraux) et de Singapour.

ématologie, vol. 18, n o 3, mai-juin 2012
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– législation permissive avec restriction : les recherches sur
l’embryon et les lignées de CSE humaines sont permises (ou
non interdites), ainsi que la dérivation de nouvelles lignées à
partir d’embryons surnuméraires. En revanche, la technique
de clonage thérapeutique et la création d’embryons pour la
recherche sont interdites. C’est le cas du Canada, des Pays-
Bas et du Brésil.
– législation restrictive : les recherches sur l’embryon (donc
dérivation de lignées de CSE) sont interdites, mais pas les
recherches utilisant des lignées importées de l’étranger. C’est
le cas de l’Allemagne et de l’Italie.
– législation d’interdiction : l’ensemble des recherches sont
interdites – recherches sur l’embryon, dérivation de lignées
de CSE, recherche sur les CSE humaines, même importées.
C’est le cas de la Pologne, de l’Irlande et de la Russie.
La disparité des dispositions réglementaires concernant
l’utilisation des CSE à travers le monde est telle qu’il est par-
fois difficile de classer certains pays dans l’une ou l’autre de
ces catégories. C’est le cas par exemple de la France, dont
les dispositions réglementaires se rapprochent plutôt d’une
législation restrictive assouplie par des dérogations.

L’utilisation thérapeutique et
scientifique des CSH

La loi de bioéthique de 2011, tout comme celle de 2004,
encadre de façon précise l’utilisation thérapeutique des CSH
depuis le prélèvement, jusqu’à la cession de ces cellules en
passant par leur conservation. L’avancée majeure de cette loi
repose, à présent, sur un encadrement spécifique des CSH
du sang placentaire (ainsi que des cellules du cordon et du
placenta) en vue d’une utilisation thérapeutique ou scienti-
fique.

Conditions du don et du prélèvement
des CSH issues de la moelle osseuse et
du sang périphérique

En application de la loi de bioéthique de 2011, le don de
CSH est libre, gratuit et, dans le cas des donneurs non appa-
rentés, anonyme, quelle que soit l’origine des cellules (moelle
osseuse, sang périphérique ou sang placentaire). Ces prin-
cipes sont assez semblables partout en Europe, et sont régis
par la directive européenne 2004/23/CE [7]. Dans la loi de
bioéthique de 2004, le recueil du consentement au prélève-
ment des CSH était soumis à des réglementations différentes
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en fonction de l’origine des cellules. Depuis la révision de la
loi, les dispositions réglementaires tendent vers une harmoni-
sation du régime juridique des CSH.
Lors d’un prélèvement de CSH par ponction intra-osseuse
(CSH de la moelle osseuse) ou par cytaphérèse (CSH du
sang périphérique), le recueil du consentement est soumis
aux conditions dictées par l’article L. 1241-1 du Code de
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a santé publique. Ce dernier précise en particulier que le
onneur doit être préalablement informé des risques et des
onséquences éventuelles du prélèvement. Il doit exprimer
on consentement devant le tribunal de grande instance (TGI)
u le magistrat désigné par lui, qui s’assure au préalable
ue le consentement est libre et éclairé. Ce consentement est
évocable sans forme et à tout moment. La nouvelle loi de
ioéthique rappelle également que le prélèvement de CSH,
uelle que soit son origine (moelle osseuse ou sang périphé-
ique), peut être réalisé sur un donneur mineur au bénéfice
’un don intrafamilial et en l’absence d’autre solution théra-
eutique appropriée. Ce type de prélèvement n’est autorisé
ue s’il ne comporte aucun risque pour le mineur compte tenu
e son âge ou de son développement, et si tous les moyens
nt été mis en œuvre pour trouver un donneur majeur suf-
samment compatible pour le receveur (Art. L. 1241-3). Le
onneur mineur, accompagné de ses parents ou du titulaire
e l’autorité parentale, donne son consentement devant un
omité d’experts et le TGI. Dernièrement, les modalités de
on et de prélèvement des CSH du sang placentaire ont
onsidérablement évolué ; elles seront détaillées ultérieure-
ent.

e prélèvement et la collecte des CSH, destinées à des fins
hérapeutiques, sont soumis aux règles de sécurité sanitaire
n vigueur (Art. L. 1211-6) ainsi qu’aux règles de bonnes
ratiques [8, 9]. Les cellules issues de la moelle osseuse ou
u sang périphérique ne peuvent être prélevées à des fins
’administration autologue ou allogénique que dans des éta-
lissements de santé autorisés à cet effet par le directeur
énéral de l’agence régionale de santé (ARS), après avis
e l’Agence de la biomédecine. Les CSH peuvent également
tre prélevées par l’Établissement français du sang, dans ses
tablissements de transfusion sanguine, s’ils ont été autorisés
ans les conditions applicables aux établissements de santé
Art. L. 1242-1). L’autorisation est accordée pour une durée
e cinq ans renouvelable.

tatut juridique des CSH du sang
lacentaire

es CSH du sang placentaire constituent aujourd’hui une
ource cellulaire intéressante dans la constitution de greffons

 à
 p
e CSH allogéniques. À l’heure actuelle, en France, seule
’utilisation allogénique des CSH du sang placentaire est
utorisée par l’Agence nationale de sécurité du médicament
t des produits de santé (ANSM1) à des fins thérapeutiques.
e fait d’importer ou d’exporter des CSH du sang placentaire
visée thérapeutique est également soumis à une autorisa-

1 L’ANSM a été mise en place le 1er mai 2012 (suite à la publi-
ation du décret du 27 avril 2012) [10] et reprend les missions, les
bligations et les compétences exercées par l’Agence française de
écurité sanitaire des produits de santé (Afssaps).
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tion de l’ANSM (Art. L. 1245-5). La nouvelle loi de bioéthique
de 2011 a fondamentalement changé le statut réglementaire
des CSH du sang placentaire. Ce dernier n’est plus consi-
déré comme un déchet opératoire, dont le don était encadré
par un régime de « non-opposition », mais bien comme une
source de CSH au même titre que la moelle osseuse et le
sang périphérique. L’objectif de cette nouvelle disposition
réglementaire est de renforcer la protection des banques de
sang placentaire allogéniques et de contrer l’implantation de
banques de sang placentaire privées à visée autologue.
L’activité de conservation et d’exportation de sang placen-
taire à visée autologue est illégale et il n’existe à ce jour
en France aucune banque autorisée à le faire. Tout prélè-
vement et transport de sang placentaire sur le sol français
dans un but de conservation autologue sont pénalement
répréhensibles (Art. 511-8 à 511-8-2 du code pénal). Dans
certains pays, comme les États-Unis ou encore la Suisse,
se sont développées des banques privées de sang placen-
taire pour une utilisation autologue. Leur but est de recueillir
et de conserver par congélation, lors de la naissance
d’un enfant, du sang placentaire en vue du traitement de
pathologies éventuelles que pourrait développer cet enfant.
Cette conservation est réalisée, contre paiement, pendant
plusieurs années. Cependant, aujourd’hui encore, les indi-
cations en médecine réparatrice de ce type d’utilisation à
visée autologue, préconisées par ces sociétés privées, res-
tent hypothétiques et répondent davantage à des objectifs
économiques. De plus, cette démarche s’oppose aux fonde-
ments même de la greffe d’organe, de cellules, et/ou de
tissus qui s’est toujours constituée, en France, en un acte non
lucratif, fondé sur des principes de gratuité, de solidarité,
de transparence et de règles éthiques. Dans les années à
venir, il sera nécessaire de favoriser la greffe allogénique
destinée à la collectivité et dont l’intérêt a été prouvé. Ceci
fera l’objet d’une collection d’unités de sang placentaire,
riches en CSH et représentant une large diversité d’antigènes
d’histocompatibilité (HLA), conservées dans des banques
publiques. La taille du fichier, recensant la totalité de ces
unités de sang placentaire, devra permettre d’équilibrer les
importations et les exportations.

Le Réseau français de sang placentaire

En France, il existe un réseau d’établissements publics
de conservation de sang placentaire, le Réseau français
de sang placentaire (RFSP). L’Agence de la biomédecine
est responsable du RFSP et de sa stratégie d’extension.
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Ce réseau structure l’activité de conservation des unités
de sang placentaire, au travers des banques autorisées,
et regroupe un ensemble de maternités associées à ces
banques. Les banques peuvent être implantées dans des sites
de l’Établissement français du sang ou dans des établisse-
ments de santé du type centre hospitalier universitaire ou
centre de lutte contre le cancer. Le RFSP s’inscrit dans une
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À présent, le prélèvement de CSH du sang placentaire (tout
comme les cellules du cordon et du placenta) ne peut avoir
lieu qu’à des fins thérapeutiques ou scientifiques, en vue d’un

F
(

H

u

émarche qualité validée et formalisée à tous les niveaux de
a chaîne depuis l’information de la femme enceinte jusqu’à
a conservation du sang placentaire qui permet la distribu-
ion en vue de la greffe de greffons parfaitement sécurisés et
uffisamment riches en cellules. L’organisation générale du
ispositif répond à des procédures communes à l’ensemble
u réseau et en accord avec les normes internationales. Le
rogramme européen d’accréditation Jacie inclut les greffes
e sang de cordon, sans toutefois inclure les procédures de
ollection, de typage, de conservation et de cession de ces
reffons – qui font l’objet d’une accréditation indépendante
elon le référentiel Netcord-Fact-Jacie [11, 12]. D’après les
onnées de l’Agence de la biomédecine, de 2008 à 2012,

e nombre de banques de sang placentaire passera de trois
douze et le nombre de maternités associées de 9 à environ
0 (figure 1), ce qui permettra d’augmenter significativement

e nombre de greffons inscrits sur le fichier France-greffe de
oelle (FGM). Le RFSP recensait, au 31 décembre 2011,
6 162 unités de sang placentaire stockées sur le ter-

itoire français et dont les caractéristiques sont inscrites
ans sa base de données Syrenad. L’objectif à atteindre
’ici l’année 2013 s’élève à 30 000 unités de sang
lacentaire.
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igure 1. Évolution du Réseau français de sang placentaire entre 2008
Agence de la biomédecine).
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Prélèvement et don de sang placentaire

La maternité où a lieu le prélèvement de sang placentaire doit
obtenir une autorisation délivrée par l’ARS dont elle dépend.
La banque où est conservé le sang placentaire, quant à elle,
est soumise à une autorisation de l’ANSM, après avis de
l’Agence de la biomédecine, qui ne peut être accordée que
dans le cadre d’une utilisation thérapeutique. Le prélèvement
et la collecte du sang placentaire à des fins thérapeutiques
sont soumis aux règles de bonnes pratiques ainsi qu’aux
règles de sécurité sanitaire définies par le Code de la santé
publique (Art. L. 1211-6), concernant notamment les tests de
dépistage des maladies transmissibles. Seules peuvent être
préparées, conservées, distribuées ou cédées les cellules du
sang placentaire prélevées dans les conditions mentionnées
ci-dessous (Art. L. 1243-2).

te
ur
don anonyme et gratuit, et à la condition que la femme,
durant sa grossesse, ait donné son consentement par écrit au
prélèvement et à l’utilisation de ces cellules (Art. L. 1241-1).
Des informations sur les finalités de ce don lui sont données
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Tableau 1
Contexte réglementaire encadrant les CSE et les CSH.

CSE CSH
(Moelle osseuse, sang périphérique, sang placentaire)

Activités Recherche Conservation Importation
Exportation

Prélèvement
Collecte

Préparation
Conservation
Distribution

Greffe Importation
Exportation

Agences
délivrant les
autorisations

ABM ABM ABM ARS ANSM ANSM ANSM

Encadrement
législatif

– Loi du 7 juillet 2011 relative à la bioéthique
– Décret du 11 avril 2012 relatif à la recherche
sur l’embryon et les CSE

– Directive européenne du 31 mars 2004 relative à
l’établissement de normes de qualité et de sécurité pour le don,
l’obtention, le contrôle, la transformation, la conservation, le
stockage et la distribution des tissus et cellules humains
– Loi du 7 juillet 2011 relative à la bioéthique
–
–
pr
tra
de

A : Age
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BM : Agence de la biomédecine. ARS : agence régionale de santé. ANSM

e façon précise. Ce consentement est révocable sans forme
t à tout moment tant que le prélèvement n’est pas inter-
enu. Le prélèvement à des fins thérapeutiques est opéré en
ue d’une utilisation anonyme, dans l’intérêt de toute per-
onne ayant besoin d’une greffe. L’anonymat est préservé
ntre le donneur et le receveur. Toutefois, le nom du donneur
st connu de la banque afin que l’on puisse être informé
e l’examen clinique du nouveau-né dans les quarante-deux

ours qui suivent l’accouchement.
ans les cas de greffes intrafamiliales, on parle de don
irigé : lorsqu’un enfant de la fratrie est atteint d’une patho-

ogie susceptible d’être traitée par une allogreffe de CSH,
e prélèvement des cellules de l’enfant à naître est conservé.
a conservation des cellules faisant l’objet de dons intrafa-
iliaux est soumise à des conditions spécifiques. En effet,
lle ne peut se faire que sur prescription du médecin spé-
ialiste prenant en charge l’enfant malade et selon certaines
odalités prévues par le groupe d’experts désigné par le
FSP. Ces recommandations portent à la fois sur les indica-
ions et les modalités de conservation et de destruction des
nités de sang placentaire à visée d’utilisation allogénique
amiliale. Ce don intrafamilial peut être indiqué dans cer-
aines hémoglobinopathies, maladies métaboliques, aplasies
édullaires, hémopathies, tumeurs solides ou autres affec-

ions génétiques. L’existence préalable (ou concomitante) du
ypage HLA de l’enfant malade est indispensable à la pres-
ription de la conservation.

ré
 à

 p
onclusion

es textes législatifs et réglementaires français actuels, et en
articulier la nouvelle loi du 7 juillet 2011 relative à la bioé-

© John Libbey 

Ti
Arrêté du 16 décembre 1998 relatif au prélèvement des CSH
Décision du 27 octobre 2010 définissant les règles de bonnes
atiques relatives à la préparation, à la conservation, au
nsport, à la distribution et à la cession des tissus, des cellules et
s préparations de thérapie cellulaire

nce nationale de sécurité du médicament et des produits de santé

thique, prennent en considération spécifiquement, l’existence
de deux types de cellules souches (tableau 1) :
– les CSE humaines, dont l’utilisation est strictement enca-
drée en raison de leur provenance éthiquement sensible :
l’embryon. Ainsi, la loi maintient l’interdiction d’effectuer
des recherches sur les CSE avec la possibilité d’obtenir des
dérogations. D’après certains scientifiques, ces dispositions
freineraient les avancées de la recherche française dans ce
domaine et donc les potentielles applications en recherche
clinique à court terme,
– les CSH, pour lesquelles le don, le prélèvement, la greffe
ainsi que les activités de préparation, de contrôle, et de
conservation sont très précisément encadrés, en raison du
volume de plus en plus important que représente cette acti-
vité thérapeutique en France. En 2010, 1 671 allogreffes et
3 047 autogreffes de CSH ont été réalisées dans le cadre
du traitement de lourdes pathologies [13]. La nouvelle loi de
bioéthique tend à harmoniser le statut juridique des CSH en
encadrant spécifiquement les CSH du sang placentaire.
L’utilisation spécifique de certaines populations de cellules
souches, comme les cellules souches mésenchymateuses (à
l’exception de celles retrouvées dans le cordon ombilical
ou le placenta) ou encore les cellules souches pluripo-
tentes induites, par exemple, ne se retrouve pas de façon
précise, pour l’instant, dans les textes législatifs et réglemen-
taires. Elle est régie par l’ensemble des dispositions couvrant

rt
 a

ut
l’utilisation des éléments et produits du corps humain à des
fins de recherches cliniques ou scientifiques. Actuellement, ce
vide juridique caractérisant ces populations cellulaires per-
met néanmoins de mener, assez librement, de nombreuses
recherches. Les perspectives prometteuses de l’utilisation de
ces cellules dans de nombreuses pathologies encore incu-
rables aujourd’hui, ainsi que de nombreuses avancées dans
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ertains domaines (éthiques, médicaux, scientifiques, écono-
iques et financiers, etc.) devraient faire naître, dans les
nnées à venir, un encadrement juridique spécifique de ces
opulations cellulaires. �
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Aujourd’hui, la gelée de Wharton représente une source attractive et alternative de 

CSM pour le développement de nouvelles approches en ingénierie cellulaire et tissulaire. A 

priori plus immatures, de par leur origine, les CSM-GW semblent apporter des avantages par 

rapport aux CSM adultes, permettant d’envisager leur utilisation en thérapie cellulaire à plus 

ou moins long terme. Contrairement à ces dernières, dont les propriétés peuvent être altérées 

en fonction de l’âge du donneur et au cours de l’amplification in vitro (perte des capacités de 

prolifération et de différenciation, sénescence, etc.), les CSM-GW présentent une relative 

stabilité en termes de comportement in vitro (Hass et al., 2011). Une caractérisation étendue 

de ces cellules, réalisée, tout d’abord in situ, puis au cours de l’expansion in vitro, nous a 

permis, de mettre en évidence des différences notables entre les CSM-GW et les CSM-MO. 

Ces dernières représentent, encore actuellement, la source de CSM adultes de référence. 

Ainsi, les avantages et les inconvénients de ces cellules du cordon ombilical, en vue d’une 

utilisation thérapeutique, ont été identifiés et seront abordés dans le premier paragraphe de 

notre discussion. La production de lots cliniques de CSM nécessite de générer un grand 

nombre de cellules. Notre travail a montré que certains paramètres de culture ainsi que des 

facteurs obstétricaux, peuvent influencer positivement la prolifération cellulaire et pourront 

être pris en considération lors d’une éventuelle production de grade clinique des CSM-GW.  

Dans un second temps, nous nous sommes focalisés sur la différenciation 

chondrocytaire des CSM-GW, cultivées dans un système de culture tridimensionnel, que sont 

les hydrogels d’alginate. Au cours de notre étude sur la caractérisation in vitro des CSM-GW, 

la différenciation chondrocytaire a été réalisée en micromasses. C’est la raison pour laquelle, 

nous nous proposons de discuter ensemble ces résultats de différenciation chondrocytaire 

obtenus dans deux systèmes de culture tridimensionnels différents. L’objectif était d’évaluer 

la capacité chondrogénique de ces cellules et d’apprécier les potentialités de ces dernières en 

ingénierie tissulaire du cartilage. Les résultats obtenus ont été comparés avec ceux obtenus 

avec les CSM-MO et ont permis de définir si les CSM-GW pouvaient représenter, à l’avenir, 

une source alternative de cellules souches pour l’ingénierie tissulaire du cartilage. Notre étude 

a fait ressortir pour la première fois que des facteurs obstétricaux ont un impact positif sur le 

potentiel de différenciation chondrocytaire des CSM. Ce travail a permis de dégager certains 

critères de sélection des cordons ombilicaux qui renfermeraient des CSM-GW avec un 

potentiel chondrogénique accru pour l’ingénierie du cartilage.   
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I. Avantages et inconvénients des CSM-GW en vue d’une utilisation en 

thérapie cellulaire – comparaison avec les CSM adultes. 

Contrairement à la moelle osseuse dont le prélèvement reste invasif et risqué pour le 

patient, la gelée de Wharton a longtemps été considérée comme un déchet opératoire, 

facilement accessible et proposant ainsi une source potentiellement illimitée de cellules. 

Depuis la nouvelle loi de bioéthique de 2011, le cordon ombilical, dans son ensemble, n’est 

plus considéré comme un déchet opératoire, mais bien comme une source à part entière de 

cellules, dont le don nécessite, à présent, le consentement libre et éclairé des mères 

donneuses. Cette nouvelle disposition réglementaire encadre aussi bien les CSM de la gelée 

de Wharton que les CSH du sang placentaire, qui sont déjà utilisées en thérapie cellulaire. La 

volonté du législateur d’encadrer ces cellules du cordon ombilical montre l’intérêt que 

suscitent ces dernières et l’espoir de pouvoir les utiliser en thérapeutique à plus ou moins long 

terme. Aujourd’hui, l’utilisation thérapeutique des CSM, quelle que soit la source, répond à la 

définition du Médicament de Thérapie Innovante (MTI) et impose, par conséquent, certaines 

exigences réglementaires. Le statut de MTI attribué aux CSM exige que ces dernières soient 

produites dans des établissements pharmaceutiques et selon les Bonnes Pratiques de 

Fabrication du médicament.  

A l’instar des CSM-MO, le taux de réussite de l’isolement des CSM-GW est de 100%. 

Cependant, la densité cellulaire au sein du tissu n’est pas la même. Alors que l’on retrouve 

seulement entre 0,001% et 0,01% de CSM parmi les cellules mononucléées médullaires 

(Pittenger et al., 1999), notre travail a permis, après digestion enzymatique à la collagénase, 

d’isoler jusqu’à 6,64 ± 0,18. 105 cellules stromales adhérentes par centimètre de cordon. 

Ainsi, sur une longueur moyenne prélevée de 25 cm de cordon ombilical, il est possible 

d’obtenir jusqu’à 17 millions de cellules à P0. Connaissant le doublement de population au 

premier passage, l’expansion in vitro, au terme du P1, permet de recueillir un minimum 

d’environ 70 millions de cellules. Actuellement, dans le cadre des essais cliniques qui utilisent 

des CSM-GW dans le traitement de la GVHD, la dose injectée est de 1.106 cellules/kg. Ainsi, 

avec un cordon ombilical, il serait possible de traiter au moins un patient de 70 kg à l’issue 

d’une expansion jusqu’à P1. Cette technique d’isolement des CSM-GW par digestion 

enzymatique a été utilisée, dans notre étude, uniquement afin d’estimer une densité cellulaire 

par centimètre de cordon. En effet, plusieurs études ont montré que l’action des enzymes sur 

la matrice ombilicale diminue la viabilité cellulaire et peut affecter l’expression de certains 

marqueurs de surface (Salehinejad et al., 2012). C’est la raison pour laquelle la technique 
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d’isolement par la méthode non enzymatique (ou méthode dite « des explants ») a été utilisée 

pour la suite de nos travaux. 

Nous avons isolé et amplifié in vitro une population relativement homogène de CSM-

GW, en termes de taille, de morphologie et de phénotype (Reppel et al., 2014). Dans notre 

article, publié en 2012, nous avions émis l’hypothèse qu’une différence phénotypique in situ 

entre la zone péri-vasculaire et inter-vasculaire de la matrice ombilicale, pouvait être 

prédictive du comportement des cellules en culture in vitro (Margossian et al., 2012). 

Cependant, récemment, une équipe anglaise a isolé et caractérisé des CSM provenant de 

différentes régions de la matrice du cordon ombilical. Ces caractéristiques 

(immunophénotypage, prolifération et différenciation cellulaires) propres à chaque région ont 

été comparées avec celles de CSM prélevées sur l’ensemble d’un cordon sans distinction de 

zones. L’étude a montré qu’il n’y a aucune différence en termes de prolifération et de profil 

phénotypique entre les CSM prélevées au niveau des différentes régions. De plus, les cellules 

obtenues à partir de l’ensemble du cordon présentent des capacités de différenciation 

équivalentes voire supérieures à celles des CSM isolées à partir des différentes zones. Ainsi, 

les auteurs de ce travail concluent sur le fait que l’isolement des CSM, à partir de l’ensemble 

de la matrice du cordon ombilical, présente certains avantages (facilité technique, rapidité, 

quantité de matrice, rendement) et permet d’obtenir des CSM répondant aux critères 

minimums de caractérisation (Mennan et al., 2013). 

Notre travail de caractérisation des CSM-GW a mis en évidence le fait, qu’au cours de 

l’expansion in vitro, ces cellules possèdent des capacités de prolifération, expriment les 

marqueurs mésenchymateux et sont capables de différenciation vers les lignées ostéocytaire et 

chondrocytaire. Cependant, malgré un comportement en culture in vitro répondant aux 

critères minimums de définition des CSM,  notre étude a permis d’identifier des différences 

entre les CSM-GW et les CSM-MO en termes de prolifération et de différenciation 

adipocytaire. En effet, les CSM-GW présentent une capacité proliférative in vitro plus 

importante que celle des CSM-MO. Cette prolifération augmentée a été démontrée par 

plusieurs études et se traduit notamment par un doublement de population, une capacité 

d’auto-renouvellement (avec l’expression du marqueur Oct-4) et une activité télomérase 

augmentés par rapport aux CSM-MO. Cette dernière, intimement liée à la capacité 

proliférative des cellules (Blagoev, 2009), est exprimée dans la plupart des tissus tumoraux 

humains ainsi qu’au niveau des CSE. Elle permet, à chaque division cellulaire, d’éviter le 

raccourcissement des télomères et donc la sénescence des cellules. Cette activité télomérase 
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n’est pas retrouvée dans les cellules somatiques adultes et selon les auteurs, elle est faiblement 

détectée ou non au sein des cellules souches adultes (Chiu et al., 1996; Zimmermann et al., 

2003). D’après nos résultats, malgré une faible activité télomérase détectée au sein des CSM-

GW par rapport aux cellules cancéreuses HeLa, les CSM-GW présentent une télomérase plus 

active à P5 comparée aux CSM-MO. Différents mécanismes moléculaires, comme la 

phosphorylation protéique ou encore certaines hormones stéroïdes comme l’œstrogène 

peuvent avoir un effet sur la régulation de l’activité télomérase. En effet, une étude a montré 

que le 17β-œstradiol a un effet bénéfique, à la fois, sur l’activité télomérase et sur la 

prolifération des CSM (Cha et al., 2008; Hong et al., 2011). De plus, il a été rapporté, il y a 

maintenant plusieurs dizaines d’années, un pic plasmatique d’œstrogène chez la femme 

enceinte juste avant la délivrance. Enfin, plus récemment, une équipe a mis en évidence la 

présence d’œstradiol dans le sang de cordon ombilical (Tekkatte et al., 2012). Nous avons, 

alors, émis l’hypothèse que l’œstradiol présent dans le sang de cordon ombilical pouvait 

diffuser, imprégnait la matrice ombilicale et donc interférait avec les propriétés des CSM-

GW. Cette imprégnation hormonale pourrait alors expliquer le fait que la prolifération et 

l’activité télomérase des CSM-GW soient plus importantes que celles des CSM-MO. Par 

ailleurs, contrairement aux CSM-MO qui possèdent une bonne capacité adipogénique, notre 

étude a rapporté la difficulté d’induire l’adipogénèse des CSM-GW. Bien que cette 

constatation ait été faite par d’autres équipes (Mennan et al., 2013; Ragni et al., 2013), aucune 

d’entre elle n’a tenté d’expliquer ce phénomène. La différenciation adipogénique des CSM est 

induite par l’activation du facteur de transcription PPARγ (Peroxysome proliferator-activated 

receptor γ). Or, il a été rapporté que le 17β-œstradiol interfère avec ce facteur de transcription 

et inhibe l’adipogénèse (Jeong and Yoon, 2011). Ainsi, le 17β-œstradiol possède un effet 

positif sur la prolifération et l’activité télomérase des CSM mais diminue l’adipogénèse 

cellulaire à travers l’inhibition du facteur de transcription PPARγ. C’est la raison pour 

laquelle, nous avons cherché à explorer la présence d’une potentielle imprégnation hormonale 

de la gelée de Wharton et si cette dernière pouvait influencer les propriétés des CSM. Pour 

cela, nous avons réalisé un marquage immuno-fluorescent du 17β-œstradiol et de ses 

récepteurs (ERα et ERβ) au niveau de la matrice ombilicale. Des résultats préliminaires ont 

été obtenus et ont montré une imprégnation de 17β-œstradiol, notamment au niveau des zones 

péri-vasculaires de la gelée de Wharton. Nous avons également montré une expression basale 

de PPARγ significativement plus faible au niveau des CSM-GW par rapport aux CSM-MO, 

ce qui pourrait expliquer cette différence majeure entre les 2 sources de CSM concernant la 

différenciation adipogénique (Figure 34). Ces premiers résultats restent encore à confirmer. 
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Figure 34 : Résultats préliminaires montrant l’imprégnation hormonale de la gelée de 
Wharton et l’expression basale de PPARγ entre les CSM-MO et les CSM-GW. 
A : Marquage immuno-fluorescent de l’œstradiol et de ses récepteurs (vert) et marquage des 
noyaux par le DAPI (bleu). L’émission de fluorescence a été détectée par microscopie de 
fluorescence (DMI 3000B, Leica ; objectif X20). B : Etude de l’expression génique de PPARγ 
par RT-PCR au niveau des CSM-MO et des CSM-GW (** p < 0,01 ; n = 3) 
 
  

Outre les différences observées entre les CSM-GW et les CSM-MO en termes de 

prolifération, notre travail a mis en évidence des facteurs environnementaux, comme 

l’hypoxie, ainsi que des facteurs obstétricaux pouvant avoir un impact positif sur la capacité 

proliférative des CSM-GW. En effet, il a été démontré que l’hypoxie, en stimulant l’entrée 

des cellules dans le cycle cellulaire, par l’activation de protéines spécifiques (cyclines, 

protéines CDKs), favorise la multiplication et la prolifération des CSM in vitro (Sun et al., 

2013). Une étude très récente a également montré que la faible teneur en oxygène favorise la 

prolifération des CSM-GW en culture in vitro tout en maintenant leur caractère indifférencié 

(Drela et al., 2014). Dans un contexte thérapeutique, il est nécessaire de générer in vitro un 

grand nombre de cellules afin de pouvoir constituer des lots de grade clinique. Ainsi, dans ce 

contexte, l’hypoxie est un paramètre important à prendre en considération. Au cours de notre 

étude sur l’impact des facteurs obstétricaux sur les propriétés des CSM-GW, certain d’entre 

eux ont montré un effet positif sur la prolifération des cellules. L’administration d’oxytocine, 

le diabète gestationnel ou encore la naissance à terme sont des facteurs favorisant la 

prolifération in vitro des CSM-GW. Plusieurs auteurs retrouvent cet effet pro-prolifératif de 

A 

B 
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l’oxytocine (Bakos et al., 2012; Leuner et al., 2012), tandis qu’une étude récente montre qu’il 

est dépendant du type cellulaire et que le rôle de l’oxytocine est aussi de protéger la cellule 

d’un stress oxydatif (Deing et al., 2013). En ce qui concerne le diabète gestationnel, les 

résultats obtenus sont en accord avec ceux de Pierdomenico et al., qui décrivent que les CSM-

GW issues de mères diabétiques ont une capacité proliférative légèrement plus importante que 

les CSM-GW issues de mère en bonne santé (Pierdomenico et al., 2011). Cependant, il est 

impossible de conclure que l’effet bénéfique du diabète gestationnel sur la prolifération est 

intrinsèque à la pathologie ou lié au traitement, notamment à l’insuline. Afin d’affiner et de 

confirmer potentiellement ces résultats préliminaires, il est indispensable de poursuivre ce 

travail sur davantage d’échantillons. 

De par leur origine fœtale et les indications thérapeutiques pour lesquelles les CSM-

GW pourraient apporter des bénéfices, seule une utilisation clinique en contexte allogénique 

de ces dernières est envisageable. De plus, la faible immunogénicité des CSM-GW ainsi que 

leurs propriétés d’immunomodulation sont en faveur d’une telle utilisation. La faible 

immunogénicité de ces cellules, liée à l’absence d’expression des antigènes HLA de classe II 

(comme HLA-DR par exemple) ou encore des molécules de co-stimulation (CD40, CD80 et 

CD86), permet d’envisager, plus favorablement, une utilisation clinique des CSM-GW en 

situation allogénique sans déclencher un rejet immunitaire de la part de l’organisme receveur. 

Les propriétés d’immunomodulation des CSM-GW sont liées à la fois aux contacts cellules-

cellules ainsi qu’à la production de facteurs solubles qui inhibent l’activation des principaux 

effecteurs de l’immunité innée et acquise. Ces facteurs solubles sont nombreux et 

comprennent, notamment, le monoxyde d’azote, l’IDO, l’hème oxygénase, des cytokines anti-

inflammatoires (IL-10, IL-6, TGF-β, HGF, PGE2, etc.), des galectines (galectine-1) et la 

molécule HLA-G (El Omar et al., 2014; Nagamura-Inoue and He, 2014). Initialement, la 

molécule HLA-G est retrouvée au niveau du trophoblaste où elle joue un rôle essentiel dans la 

tolérance fœto-maternelle (notamment en inhibant l’activité des cellules NK maternelles) 

(Carosella et al., 2003). Par extension et du fait de l’origine fœtale des CSM-GW, de 

nombreuses études ont émis l’hypothèse que ces cellules exprimaient davantage la molécule 

HLA-G que les CSM d’origine adulte (Weiss et al., 2008; La Rocca et al., 2009). C’est la 

raison pour laquelle notre étude s’est intéressée aux propriétés immunomodulatrices des 

CSM-GW à travers l’expression d’HLA-G. Cette molécule joue un rôle clé dans les capacités 

d’immunomodulation des CSM. Dans un contexte allogénique, elle contribue à supprimer 

l’activité cytotoxique des cellules NK et inhibe l’allo-prolifération des lymphocytes T 
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(Selmani et al., 2009). Initialement, nous nous sommes focalisés sur l’expression globale 

d’HLA-G (isoformes membranaires et solubles). Nous avons alors montré une faible 

expression d’HLA-G au niveau des CSM-GW comparée à des cellules de choriocarcinomes 

utilisées comme contrôle positif. De plus, au niveau transcriptionnel, l’hypoxie semble 

augmenter l’expression d’HLA-G. Par la suite et après une revue de la littérature, il semble 

ressortir que l’isoforme soluble HLA-G5 est le principal isoforme d’HLA-G exprimé par les 

CSM (Selmani et al., 2009). Dans cette étude, l’expression d’HLA-G5 a été évaluée sur des 

CSM-MO et quantifiée par cytométrie en flux. Le rapport des intensités moyennes de 

fluorescence entre les CSM-MO marquées par un anticorps anti-HLA-G5 et le contrôle 

isotypique est de 8,3 (Selmani et al., 2009). Nous avons alors voulu réaliser, dans les mêmes 

conditions, le marquage d’HLA-G5 sur les CSM-GW. Nos résultats préliminaires nous ont 

permis d’obtenir un rapport d’intensités moyennes de fluorescence de 10,6 (Figure 35). Ce 

premier résultat est encore à confirmer mais reste très encourageant. Ainsi, à travers une 

expression d’HLA-G5 plus importante au niveau des CSM-GW, ces dernières pourraient 

présenter des propriétés d’immunomodulation supérieures à celles des CSM-MO. Les 

propriétés immunomodulatrices intéressantes des CSM-GW ainsi que leur faible 

immunogénicité, permettent d’envisager, leur transplantation en situation allogénique sans 

risque de déclencher un rejet immunitaire 

 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Etude de l’expression d’HLA-G5 au niveau des CSM-GW par la technique 
de cytométrie en flux. 
Le rapport des intensités moyennes de fluorescence (IMF) est calculé par la formule 
suivante : IMF (HLA-G5) / IMF (contrôle isotypique) = 8,73 / 0,826 = 10,6. 
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II. Capacités de différenciation chondrocytaire des CSM-GW en vue d’une 

utilisation en ingénierie tissulaire du cartilage. 

La capacité de différenciation chondrocytaire des CSM-GW, en vue de leur potentielle 

utilisation en ingénierie tissulaire du cartilage, a été réalisée dans deux systèmes de culture 

tridimensionnelle : la micromasse et l’hydrogel d’alginate enrichi en acide hyaluronique.  

A l’instar des CSM-MO, notre étude a montré que les CSM-GW cultivées en 

micromasses, au contact d’un milieu spécifique enrichi en facteur de croissance, et 

notamment le TGF-β1, pendant 28 jours, sont capables de se différencier en cellules 

chondrocyte-like. L’expression de certains gènes d’intérêt (Sox9, agrécanes, COMP, 

collagène de type 2) ainsi qu’une synthèse matricielle, spécifiques du chondrocyte, a été 

évaluée. Notre travail de caractérisation des CSM-GW a montré que cette capacité de 

différenciation est maintenue au cours de l’expansion des CSM-GW. De plus, nous avons 

rapporté que les conditions hypoxiques, lors de l’expansion des CSM-GW, contribuent à une 

augmentation de la synthèse matricielle au cours de la différenciation chondrogénique. 

Récemment, des résultats similaires ont été obtenus avec les CSM-MO (Adesida et al., 2012).  

Parallèlement à la caractérisation où la différenciation chondrocytaire a été réalisée en 

micromasse, notre étude se situe également dans le cadre de l’ingénierie tissulaire du cartilage 

qui associe les cellules à un biomatériau. Notre étude a évalué, pour la première fois, le 

potentiel chondrogénique des CSM-GW ensemencées dans un hydrogel d’alginate enrichi en 

acide hyaluronique (HA), sans apport de facteur de croissance, sur une cinétique de 28 jours 

et en comparaison avec les CSM-MO. Contrairement à la majorité des études qui utilisent des 

facteurs de croissance pour induire la chondrogénèse, l’induction chondrogénique, dans notre 

travail, a été réalisée essentiellement par l’apport d’HA au sein du biomatériau. Les hydrogels 

sont construits par une méthode originale de pulvérisation déjà validée antérieurement par 

notre équipe (Tritz et al., 2010). Nous avons montré que ce procédé de fabrication permet 

d’obtenir un biomatériau hautement fonctionnel et structuré, apportant aux cellules un 

environnement biocompatible et favorisant la synthèse matricielle. Après 3 jours de culture, 

les CSM-GW, tout comme les CSM-MO, sont capables de s’adapter à leur environnement 

sans perte d’intégrité cellulaire. Au cours de l’induction chondrogénique, réalisée notamment 

par l’ajout d’HA au sein des hydrogels, les CSM-GW présentent des modifications 

phénotypiques importantes. A partir du 14ème jour de culture, le pourcentage de cellules 

positives pour les marqueurs mésenchymateux diminue de façon significative par rapport à 
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celui des cellules cultivées en monocouche. Des résultats similaires ont été obtenus avec des 

CSM-MO ensemencées dans des hydrogels d’alginate et cultivées en présence ou non de 

facteurs de croissance (Lee et al., 2009). Dans cette étude, il a été démontré que le niveau 

d’expression des marqueurs mésenchymateux (notamment CD73 et CD105) diminue au cours 

de la différenciation chondrocytaire (Lee et al., 2009). Ainsi, d’après nos résultats, cette 

diminution d’expression des marqueurs mésenchymateux pourrait refléter une perte du 

caractère indifférencié des CSM-GW et une entrée de ces dernières dans une voie de 

différenciation chondrogénique. Après 28 jours de culture, notre étude a montré que les CSM-

GW sont capables d’exprimer au niveau transcriptionnel et protéique, les marqueurs 

spécifiques du cartilage. Le collagène de type 2 représente le principal collagène retrouvé au 

sein du cartilage hyalin physiologique et lui confère toutes ces propriétés biologiques et 

surtout mécaniques. Ces résultats confirment ceux obtenus lors de précédentes études qui ont 

utilisées des CSM-GW ensemencées dans des matrices tridimensionnelles (d’origine naturelle 

ou synthétique) et en présence de facteurs de croissance (Chen et al., 2013; Nirmal and Nair, 

2013).  

Après 14 jours de culture tridimensionnelle et jusqu’au terme de la culture, les CSM-

GW présentent un profil de différenciation chondrogénique différent de celui des CSM-MO, 

aussi bien au niveau phénotypique qu’au niveau de la synthèse matricielle. D’après nos 

résultats, après 4 semaines de différenciation chondrocytaire, les CSM-GW présentent une 

synthèse du collagène de type 2 plus importante que les CSM-MO, tant au niveau 

transcriptionnel que protéique. Dans une étude précédente, Wang et al. a démontré que des 

CSM-GW, ensemencées dans une matrice à base d'acide glycolique, en présence de facteurs 

de croissance, synthétisent près de trois fois plus de collagène que les CSM-MO. Cependant, 

ce collagène synthétisé, en comparaison avec les CSM-MO, est composé d'une plus grande 

quantité de collagène de type 1 et d’une quantité plus faible de collagène de type 2 (Wang, L. 

et al., 2009). Ainsi, sur la base de nos résultats, l’hydrogel d’alginate enrichi en HA semble 

constituer un environnement favorisant la synthèse du collagène de type 2 des CSM-GW. En 

outre, aucune différence significative dans la synthèse des protéoglycanes n’a été observée 

entre les CSM-GW et les CSM-MO. Enfin, notre travail a mis en évidence un résultat 

pertinent montrant que les cellules différenciées à partir des CSM-GW expriment le collagène 

de type 10 à un niveau largement inférieur à celui des cellules différenciées à partir des CSM-

MO, tant au niveau transcriptionnel que protéique et surtout après 28 jours de culture. Le 

collagène de type 10 est considéré comme l’un des principaux marqueurs du chondrocyte 
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hypertrophique (Studer et al., 2012). Ce dernier synthétise une MEC fonctionnellement 

différente de celle retrouvée au niveau de cartilage hyalin physiologique. Cette matrice riche 

en collagène de type 10 constitue un réseau protéique favorisant la calcification et se 

rapprochant progressivement d’une matrice osseuse. Le chondrocyte hypertrophique est 

associé à la phase finale de la chondrogénèse des CSM. Or, un des défis majeurs de 

l'ingénierie tissulaire du cartilage est de contrôler la différenciation chondrocytaire, de façon à 

obtenir un phénotype chondrocytaire stable qui ne s’oriente pas vers le chondrocyte 

hypertrophique. Dans ce contexte, d’après nos résultats, après 28 jours de différenciation 

chondrocytaire,  les CSM-GW semblent être moins engagées vers la voie de l'hypertrophie 

que les CSM-MO. 

Lors de notre étude préliminaire sur l’impact des facteurs obstétricaux sur la 

différenciation chondrocytaire des CSM-GW, nous avons montré que les facteurs favorisant 

la différenciation chondrocytaire en analyse multivariée sont la durée du travail et un 

accouchement sans complication. En revanche, un travail long, un déclenchement de 

l’accouchement et l’âge de la mère ont un impact négatif sur la différenciation 

chondrocytaire. Ce travail a permis de dégager certains critères potentiels de sélection des 

cordons ombilicaux qui renfermeraient des CSM-GW avec une capacité de différenciation 

chondrogénique accrue pour l’ingénierie du cartilage : des cordons issus de mères jeunes, 

avec un  accouchement normal et un travail court. Cependant, il est probable que cette étude 

préliminaire manque de puissance statistique et qu’il soit nécessaire de poursuivre le travail 

sur un plus grand nombre de cordons ombilicaux. 
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Conclusions et perspectives 
 

Tout d’abord, notre travail a démontré que les CSM-GW peuvent être une source 

alternative de CSM, avec un potentiel de prolifération plus important que celui des CSM-MO, 

ainsi que des capacités de différenciation ostéogénique et chondrogénique conservées. Malgré 

la présence d’une télomérase active, cette dernière reste à un niveau très faible, n’altérant en 

rien la sécurité d’une potentielle administration de CSM-GW dans un contexte thérapeutique. 

Dans la perspective d’une utilisation clinique, la production de grade clinique des CSM 

nécessite de générer un grand nombre de cellules. Dans ce contexte et d’après nos résultats, 

l’hypoxie, au cours de l’expansion cellulaire, est un paramètre important à prendre en 

considération. Cependant, avant de pouvoir utiliser ces cellules en thérapeutique, de 

nombreuses études devront être menées notamment afin d’évaluer l’étendue des propriétés 

immunomodulatrices des CSM-GW ainsi que leur stabilité génétique. En 2014, nous avons 

déposé un projet, auprès de l’Agence de la Biomédecine, intitulé « Production et sécurisation 

de CSM-GW de grade clinique ». L’objectif principal de ce dernier est de réaliser un transfert 

technologique de la recherche vers la clinique. Ce transfert consiste à adapter une méthode 

d’isolement, de production et de conservation de CSM-GW, mise au point au sein du 

laboratoire de recherche, à des conditions de grade clinique à l’hôpital. L’amplification des 

cellules se fera jusqu’au premier passage et sera suivi d’un contrôle qualité très strict 

développé par le laboratoire (nombre de cellules, viabilité, auto-renouvellement et stabilité 

phénotypique, stabilité génétique et vieillissement cellulaire, potentiel de différenciation, 

capacité clonogénique, propriétés immunomodulatrices, immunogénicité et sécurité 

microbiologique). En tant que Médicament de Thérapie Innovante, la production de lots 

cliniques de CSM se fera selon les Bonnes Pratiques de Fabrication du médicament. 

Dans une seconde perspective, il serait également intéressant d’évaluer leurs 

propriétés immunomodulatrices et le maintien de ces dernières au cours de leur 

différenciation. En effet, dans le cadre de l’ingénierie tissulaire du cartilage, les cellules, 

ensemencées dans une matrice support, qui seront réinjectées en situation allogénique au 

niveau d’une lésion chondrale, sont des cellules différenciées issues de CSM-GW. Ainsi, il 

serait pertinent de savoir si ces cellules différenciées ont conservé leurs propriétés 

immunomodulatrices. Cette perspective fait l’objet du travail de thèse d’une doctorante du 

laboratoire qui s’intéresse à l’évolution de l’immunomodulation des CSM-GW lors de la 

différenciation chondrocytaire. L’enjeu de ce travail est de vérifier l’absence 
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d’immunogénicité de ces cellules au cours de la différenciation chondrocytaire au sein de 

biomatériaux et d’identifier les facteurs impliqués dans le maintien de l’immunomodulation. 

La seconde phase du projet consiste à vérifier que ces facteurs n’interfèrent pas négativement 

dans la différenciation chondrocytaire. 

Bien que plusieurs études aient montré le potentiel chondrogénique des CSM-GW 

ensemencées dans une matrice tridimensionnelle, notre travail propose, pour la première fois, 

un modèle de culture permettant la différenciation chondrogénique des CSM-GW sans 

l’apport de facteur de croissance. Après 4 semaines de culture, les CSM-GW sont capables de 

s’adapter à leur environnement et d’exprimer les gènes et protéines matriciels spécifiques du 

tissu cartilagineux. Ainsi, du fait de leur potentiel de différenciation chondrogénique, leur 

faible immunogénicité et leur facilité d’accès, les CSM-GW représentent, aujourd’hui, une 

réelle source alternative de cellules souches pour l’ingénierie tissulaire du cartilage. Dans la 

perspective de mimer davantage l’environnement physiologique du cartilage et donc 

d’améliorer la différenciation chondrocytaire des CSM-GW, il serait intéressant d’appliquer 

des stimulations mécaniques à l’ensemble cellules/matrice et de se tourner vers une ingénierie 

tissulaire cartilage stratifiée. Cette dernière approche fait l’objet d’un sujet de thèse d’un 

étudiant, au sein du laboratoire, qui tente de reconstituer, par superposition de biomatériaux 

de compositions différentes, l’organisation zonale du cartilage physiologique. Par la suite, il 

sera intéressant de réaliser des études sur des modèles animaux, présentant des lésions 

chondrales, afin d’évaluer la biocompatibilité in vivo du système cellules/matrice et de 

démontrer son efficacité en termes de réparation cartilagineuse. Dans une perspective 

d’utilisation clinique de ce système cellules/matrice, il sera nécessaire d’utiliser des 

biomatériaux de grade clinique (considérés comme des dispositifs médicaux) afin de répondre 

à la définition du Médicament de Thérapie Innovante Combiné. 

A l’heure actuelle, une vingtaine d’études cliniques utilisent des CSM, hors CSM-GW, 

dans des applications de régénération cartilagineuse. Les cellules sont utilisées seules, par 

injection au niveau de la lésion, ou bien combinées à une matrice support. A notre 

connaissance, seulement quatre études utilisent des CSM-GW dans des pathologies 

articulaires qui sont la polyarthrite rhumatoïde, la spondylarthrite ankylosante et l’arthrose. 

Cependant, dans ces études cliniques, les CSM-GW sont plutôt utilisées pour leurs propriétés 

anti-inflammatoires et non pour leur capacité de régénération cartilagineuse. Une autre étude 

utilise un facteur trophique sécrété par les CSM-GW, en injection intra-articulaire, afin de 

limiter la progression de gonarthrose chez les patients (http://clinicaltrials.gov) (dernière 
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consultation en octobre 2014). L’utilisation clinique des CSM-GW, comme source de CSM 

allogéniques, reste très limitée. Le fait qu’aucune étude clinique n’utilise encore des CSM-

GW pour des applications en ingénierie tissulaire du cartilage, montre que leur manipulation 

nécessite de réaliser davantage d’études en amont et notamment des études pré-cliniques chez 

l’animal. 
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POTENTIALITE DES CELLULES STROMALES DE LA GELEE DE WHARTON 
EN INGENIERIE DU CARTILAGE 

 Les cellules stromales/souches mésenchymateuses de la gelée de Wharton humaines 
(CSM-WJ) représentent une source abondante et intéressante de cellules souches pour des 
applications en ingénierie cellulaire et tissulaire. Leur origine fœtale leur confère des 
caractéristiques spécifiques par rapport aux cellules stromales/souches mésenchymateuses 
isolées à partir de moelle osseuse humaine (CSM-MO). Tout d'abord, le but de ce travail est 
d'optimiser les conditions de culture des CSM-GW pour leur utilisation clinique ultérieure. 
Nous nous concentrons sur l'influence de la concentration en oxygène lors de l'expansion en 
monocouche de P1 à P7 sur plusieurs paramètres permettant de caractériser les CSM. Les 
résultats obtenus sont comparés à ceux obtenus avec les CSM-MO. Notre travail a montré des 
différences entre les deux sources cellulaires en termes de prolifération et de différenciation 
adipocytaire. D’après nos résultats, l'hypoxie, au cours de l'expansion, est un paramètre 
important à prendre en compte en ce qui concerne la prolifération et le potentiel de 
différenciation chondrocytaire. L'influence des facteurs obstétricaux sur les caractéristiques 
des CSM-GW est également explorée. Cette étude se situant également dans le cadre de 
l’ingénierie tissulaire du cartilage, la seconde phase du projet consiste à induire la 
différenciation des cellules en chondrocytes en ensemençant ces dernières dans un 
biomatériau à base d’alginate et d’acide hyaluronique, et sur une cinétique de 28 jours. Les 
résultats obtenus sont comparés à ceux obtenus avec les CSM-MO. Après 4 semaines de 
culture, les CSM-GW sont capables de s'adapter à leur environnement et d’exprimer des 
gènes et des protéines matriciels spécifiques du cartilage tels que le collagène de type 2, qui se 
trouve plus exprimé après différenciation à partir des CSM-GW qu’à partir de CSM-MO. 

Mots clés : Cellules Stromales/Souches Mésenchymateuses, Gelée de Wharton, Hypoxie, 
Facteurs obstétricaux, Ingénierie Tissulaire du Cartilage.  

POTENTIALITY OF STROMAL CELLS FROM WHARTON’S JELLY  
IN CARTILAGE ENGINEERING 

 Mesenchymal Stromal/Stem Cells from human Wharton’s jelly (WJ-MSC) are an 
abundant and interesting source of stem cells for applications in cell and tissue engineering. 
Their fetal origin confers specific characteristics compared to Mesenchymal Stromal/Stem 
Cells isolated from human bone marrow (BM-MSC). First, the aim of this work is to optimize 
WJ-MSC culture conditions for their subsequent clinical use. We focus on the influence of 
oxygen concentration during monolayer expansion on several parameters to characterize 
MSC. The results are compared to those obtained with BM-MSC. Our work distinguishes 
WJ-MSC from BM-MSC in terms of proliferation and adipogenic differentiation. Considering 
our results, hypoxia during cell expansion is an important parameter to take into account 
regarding proliferation potential but also chondrogenic differentiation potential. The influence 
of obstetric factors on WJ-MSC characteristics is also explored. In cartilage tissue engineering 
context, the second phase of the project is to induce cell differentiation into chondrocytes by 
seeding them in Alginate/Hyaluronic Acid hydrogel scaffold, and during 28 days. The results 
obtained are compared to those obtained with BM-MSC. After 4 weeks of culture, WJ-MSC 
are able to adapt to their environment and express specific cartilage-related genes and matrix 
proteins such as type 2 collagen, which is found more expressed after differentiation fromWJ-
MSC, than from BM-MSC. 

Key words: Mesenchymal Stromal/Stem Cells, Wharton’s Jelly, Hypoxia, Obstetrics factors, 
Cartilage Tissue Engineering. 
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