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I. INTRODUCTION GENERALE

Le tissu osseux est un tissu présentant des caractéristiques d’auto-renouvellement étonnantes.
Le tissu « ancien » est continuellement détruit par des cellules spécialisées, les ostéoclastes, et
est remplacé par du tissu néoformé par les osteéoblastes. Il est également capable de se réparer
apres une lésion. En effet, un réalignement puis une immobilisation du membre suffisent en
général a la réparation de I’os. Cette réparation passe par la mobilisation de cellules souches
mésenchymateuses (CSMs) qui sous I’impulsion de facteurs ostéo-inducteurs (comme les «
Bone Morphogenic Protein », BMP) vont se différencier en ostéoblastes. Cette réparation est
possible a condition que des vaisseaux sanguins se trouvent a proximité de la lésion, afin de
pouvoir acheminer les CSMs jusqu’au site touché. Cette condition constitue le principal facteur
limitant de la réparation osseuse (Laurencin-Dalicieux 2010). En cas de pertes de substances
osseuses de grande étendue (critical-sized defects) (pouvant atteindre plusieurs centimeétres), la
réparation nécessite alors d’étre assistée. Le traitement de ces pertes osseuses constitue un
veéritable enjeu économique et thérapeutique, elles sont en effet responsables de plus de cent
millions de procédures chirurgicales chaque année a travers le monde (Maisani et al. 2017).

A ce jour, le traitement de ces pertes de substances osseuses se fait par une greffe d’os
autologue, qui constitue la référence. Elle consiste a prélever sur le patient lui-méme un greffon,
le plus souvent au niveau de la créte iliaque, puis de le positionner au niveau de la Iésion. Cette
technique n’engendre pas de réaction de rejet puisque le greffon provient du patient. Cependant,
cette thérapeutique n’est pas parfaite et présente tout de méme des inconvénients tels que : une
morbidité post-opératoire importante, la nécessité d’une procédure invasive supplémentaire
(deuxiéme site), un probléeme de disponibilité (présence en quantité limitée) et la présence d’une
résorption difficile a anticiper (Sakkas et al. 2016). Pour faire face a ces inconvénients, des

alternatives ont été recherchées : c’est ce qui a permis le développement des substituts 0SSeux :



allogreffes, xenogreffes, céramiques et matériaux composites principalement. Mais, aucun
matériau a ce jour ne peut remplacer totalement I’os autogene. Depuis quelques années, les
espoirs se tournent vers la création d’un substitut osseux associant une matrice, une co-culture
de cellules de la lignée endothéliale et de la lignée ostéoblastique et des stimulus
environnementaux afin de pallier les limites des différentes techniques actuelles : c’est tout
I’enjeu de I’ingénierie tissulaire osseuse. Le point clé dans le développement de ce substitut est
I’établissement d’un réseau vasculaire au sein de ce biomatériau. En effet, la vascularisation est
un point crucial pendant la croissance et le développement de 1’0s. Les cellules endothéliales
(CEs) étant faiblement disponibles, les chercheurs se sont tournés vers un autre type cellulaire
capable de se différencier en CEs : les Cellules Progénitrices Endothéliales (CPEs), afin de les

associer aux CSMs, cellules capables de se différencier en ostéoblastes.

Pour engendrer ces différenciations, un inducteur unique pourrait étre utilisé : la nacre. Etudiée
depuis le milieu des années 1980, la nacre a montré sa biocompatibilité et sa capacité a induire
la formation d’un nouvel os in vivo lorsqu’elle était implantée au niveau de défaut osseux.
Depuis, les études se sont concentrées sur les molécules présentes au sein de la nacre et
responsables de ses propriétés ostéogéniques. Un extrait obtenu a partir de poudre de nacre a
démontré sa capacité a restaurer la minéralisation d’ostéoblastes matures : ce sont les principes
actifs issus de la nacre solubles dans 1’¢thanol (Ethanol Soluble Matrix, ESM). Cependant,
I’effet de ces principes actifs sur la différenciation de cellules immatures vers un phénotype
osseux ainsi que leur effet sur ’angiogenese n’ont, a ce jour, jamais €té ¢tudiés.

Travaillant au sein d’un groupe de recherche en ingénierie vasculaire et ostéoarticulaire, nous
avons voulu étudier le potentiel de ’ESM a stimuler a la fois I’angiogenese et I’ostéogenese.
Pour cela des CPEs provenant du sang de cordon, et des CSMs provenant de la moelle osseuse
et cultivées sous forme de sphére tridimensionnelle, en présence d’ESM ont été utilisées. Etant

la premiere étudiante du groupe a travailler sur I’effet stimulateur de ’ESM sur les cellules de



la lignée endothéliale, il a fallu dans un premier temps étudier son influence sur un type de
cellules de la lignée endothéliale, classiquement utilisé en culture et considéré comme des
cellules de référence : les cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (human
umbilical vein endothelial cells, HUVECS). Dans un second temps, nous avons étudié ’effet

de I’ESM sur les CPEs puis sur les CSMs cultivées sous forme de sphére tridimensionnelle.

En parallele de ces travaux visant a développer un substitut osseux prévascularisé cellularisé,
nous avons voulu nous affranchir d’une des deux composantes cellulaires en évaluant
I’influence des vésicules extracellulaires de taille nanométrique (NEVS) issues des CSMs
isolées a partir de la gelée de Wharton du cordon ombilical humain sur les capacités
angiogeniques des cellules de la lignée endothéliale (HUVECs puis CPEs (sang de cordon)).
En effet, les CSMs représentent une source cellulaire intéressante pour la médecine
régenérative. Cependant, il a été mis en évidence récemment que ce potentiel de régénération
des CSMs est lié principalement aux effets paracrines des CSMs et donc aux produits de
sécretion de ces cellules : facteurs solubles et vésicules extracellulaires (VECS) (Vizoso et al.
2017). Parmi les facteurs solubles, des facteurs de croissance importants dans la régénération
osseuse (BMP2 et vascular endothelial growth factor (VEGF)) ont pu étre identifiés. Parmi les
VECs, une fraction spécifique a été étudiée de maniére plus approfondie : les nEVs. Ces nEVs
présentent une taille entre 30 et 150nm et expriment a leur surface les clusters de différenciation
(CD)9, CD63 et CD81. Ces nEVs transportent des protéines, des acides ribonucléiques (ARN)
et désoxyribonucléiques (ADN) qui vont interagir avec les cellules environnantes et ainsi
engendrer une modification du comportement de la cellule. Dans le cadre de ces travaux, nous
avons choisi d’étudier le potentiel angiogénique des NEVS issus de CSMs de gelée de Wharton,
afin d’utiliser des cellules ayant la méme origine tissulaire : le cordon ombilical. Enfin, au cours

de travaux préliminaires, nous avons évalué¢ I’impact de nanoliposomes, nanovesicules



naturelles, sur I’activité métabolique, I’expression génique et protéique des CPEs et des CSMs.
Ces nanoveésicules pourraient servir de vecteurs a I’ESM afin de I’administrer au niveau du site

d’intérét ou afin de 1’inclure au sein de biomatériaux.

Les objectifs de ce travail de these ont donc éte de :

(1) évaluer D’effet des principes actifs issus de la nacre (ESM) sur le potentiel
angiogenique de cellules endothéliales matures (les HUVECS) puis de CPEs issues du sang de
cordon ombilical.

(2) déterminer I’effet de I’ESM sur la différenciation ostéogénique des cellules souches
mésenchymateuses (CSMs) issues de la moelle osseuse.

(3) étudier les effets stimulateurs des nEVs issues de CSMs de la gelée de Wharton du
cordon ombilical sur le potentiel angiogénique des cellules de la lignée endothéliale (HUVECs
et CPEs), jouant un role majeur dans la formation du réseau vasculaire.

(4) explorer au travers de travaux préliminaires 1’impact de nanoliposomes issus de
lécithines de colza sur P’activité métabolique, 1’expression génique et protéique de CPEs et

CSMs.



Il. ETAT DE L’ART

Le tissu osseux est un tissu conjonctif minéralisé et vascularisé qui subit deux phénomeénes
équilibrés tout au long de sa vie : le modelage et le remodelage. Cette capacité de remaniement
permanent lui permet de s’auto-réparer en cas de Iésion. Malheureusement dans le cas de pertes
de substance de grande étendue (pseudarthrose, fentes palatines, ablation de tumeurs osseuses,
traumatismes maxillo-faciaux, ...), ce potentiel de réparation est insuffisant. Cela conduit a une
formation de cartilage ou a une nécrose ischémique. Il est alors nécessaire d’avoir recours a
une greffe osseuse autologue (gold standard) ou a I’implantation de biomatériaux de
substitution osseuse (allogreffe, xénogreffe, céramiques bioactives synthétiques, matériaux
composites, matrices associées a des facteurs de croissance ostéoinducteurs) (Gomez-Barrena
et al. 2015). Ces matériaux vont attirer et servir de support aux cellules de 1’hdte. Néanmoins,
dans certains cas, ces thérapeutiques ne sont pas suffisantes, la majorité des cellules ne
survivant pas en raison d’une perfusion insuffisante du greffon ou substitut.

Le challenge actuel repose sur le développement, par le biais de 1’ingénierie tissulaire, d’un
substitut qui favoriserait la formation d’un nouvel os vascularisé, dont les caractéristiques
biologiques et mécaniques seraient les plus proches possibles de celle de 1’os natif. Il est donc
indispensable de créer un réseau vasculaire au sein du substitut osseux afin de fournir un apport
sanguin adéquat aux cellules présentes au sein du substitut (Orciani et al. 2017). Ce systeme
vasculaire doit se connecter avec le systeme vasculaire de 1’hote pour garantir un apport
suffisant en oxygéne et nutriments aux cellules (Costa-Almeida et al. 2014). Dans les modeles
de régénération osseuse, la vascularisation reste un des facteurs limitant. Pour surmonter ce

probleme, différentes approches ont été proposés, notamment :

- intégration de facteurs de croissance angiogénique au sein du substitut afin de stimuler la

croissance des vaisseaux sanguins a partir de I’hote apres implantation in vivo (Wernike et al.



2010; Lenze et al. 2014). Le facteur angiogénique le plus fréeqguemment rencontré est le VEGF
(Vascular Endothelial Growth Factor). 1l peut étre utilisé seul ou combiné a un facteur de
croissance ostéogénique : les BMP (Bone Morphogenic Protein) notamment BMP2 ou 7
(Gothard et al. 2014). De nombreux travaux de la littérature démontrent I’efficacité de cette
stratégie et sa capacité a stimuler la réparation osseuse : 1’utilisation de substituts tels que des
céramiques (phosphate de calcium biphasique) fonctionnalisées avec du VEGF a mis en
évidence la capacité de ces substituts a libérer des facteurs angiogéniques au niveau du site
d’implantation et a stimuler la vascularisation du biomatériau et la formation osseuse (Wernike
etal. 2010). Des biomatériaux a base de polymeéres acide poly (lactique-co-glycolique) (PLGA)
délivrant du VEGF implantés au sein de lésions craniennes chez le rat montrent une
augmentation importante de la vascularisation ainsi qu’une augmentation de la formation de
tissu minéralisé, comparativement aux biomatériaux implantés seuls (Murphy et al. 2004;
Geiger et al. 2005; Zhang et al. 2016b; Khojasteh et al. 2016). L’utilisation des facteurs de
croissance BMP2 et BMP7, associé a un support collagénique, est approuvée par la Food Drug
Administration (FDA) dans le traitement des fusions spinales et des fractures des os longs
(Begam et al. 2017). La principale limite a ’utilisation des BMP est leur utilisation a des doses
supraphysiologiques ce qui entraine des complications, telles que des réactions immunitaires et
la formation d’os ectopique (Ben-David et al. 2013; James et al. 2016). Leur utilisation est

également associée a un colt important.

- élaboration in vitro de substituts osseux prévasularisés qui seront connectés au systeme

vasculaire de I’hdte aprés implantation.

C’est cette derniére approche que nous avons choisi de développer. Les points cruciaux sont le
choix du type cellulaire, de la matrice et des stimulus environnementaux (biochimiques et/ou
mécaniques) adéquats. L utilisation conjointe de ces 3 acteurs permettra le développement d’un

substitut osseux prévascularisé issu de 1’ingénierie tissulaire.



Afin d’obtenir un substitut osseux vascularisé, une coculture de cellules ostéogéniques et de
cellules de la lignée endotheliale sera réalisée au sein d’une matrice tridimensionnelle, exposée
a des stimulus environnementaux (Figure 1). En effet, durant la croissance osseuse, des
interactions synergiques existent entre les précurseurs ostéoblastiques et les cellules
endotheliales permettant un développement coordonné du tissu minéralisé et de la
vascularisation (Santos and Reis 2010). La régénération osseuse dépendrait donc d’interactions
entre ces deux types cellulaires (Geris et al. 2008; Atesok et al. 2010). Les cellules de la lignee

endothéliale ne sont pas capables a elles seules de former de I’os.

In vitro prevascularization

i

D Bone ® Endothelial cell
D Scaffold JX#  Growth factors
<« Stem cell " Vessel

Figure 1 : Développement in vitro de substituts osseux prévascularisés (D’aprées (Yousefi et al. 2016)) :
association d’une co-culture de cellules de la lignée endothéliale / cellules souches mésenchymateuses
ensemencées au sein d’une matrice, et d’un environnement enrichi en facteurs de croissance.



I1. 1. Co-culture de cellules de la lignée endothéliale et de cellules ostéogéniques

La co-culture en contact direct permet de simuler les relations entre les cellules dans le tissu
vivant (Cenni et al. 2011). Ces systémes de co-culture permettent de recréer un environnement
le plus proche possible de celui rencontré in vivo, en mimant les processus physiologiques de
la régénération osseuse et de I’angiogenése (Dohle et al. 2010; Laranjeira et al. 2012),

répondant ainsi au besoin de vascularisation immédiate.

Les cellules de la lignée endothéliale peuvent étre soit des cellules endothéliales matures,
comme les HUVECs (Villars et al. 2002; Guillotin et al. 2008), les cellules endothéliales issues
de micro-vaisseaux présents dans la peau (HDMECSs) (Kaigler et al. 2005) ou encore les cellules
issues de la veine saphene (HSaVECSs) (Guillotin et al. 2004), soit des cellules progénitrices
endothéliales (CPEs) (Guerrero et al. 2013). A I’exception des HUVECS, les autres types de
CEs sont rarement utilisés car ils nécessitent le sacrifice de structures vasculaires saines. Les
CPEs ont été isolées a la fin des années 1990 pour la premiere fois par Asahara et al. (Asahara
et al. 1997). Ces progéniteurs endothéliaux peuvent étre isolés principalement du sang
périphérique (Dong and Ha 2010), et du sang de cordon ombilical (Paprocka et al. 2011). La
différenciation des CPEs vers les CEs se fait sous I’influence d’un facteur de croissance pro-
angiogénique, le VEGF principalement. De nombreuses études ont déja montre la capacité des

CPEs a recréer un réseau vasculaire (Lavergne et al. 2011; Yin et al. 2015; Bai et al. 2015).

Les deux types cellulaires de la lignée endothéliale les plus utilisés sont les cellules

endothéliales matures, HUVECs et les CPEs.

Les HUVECs constituent le type de CEs le plus utilisé dans les systemes de co-culture pour

¢tudier le développement d’un réseau vasculaire car elles sont faciles a utiliser. Les marqueurs



caractéristiques des cellules endothéliales incluent platelet endothelial cell adhesion molecule-
1 (PECAM-1), vascular endothelial-cadherin (VE-cadhérine), von Willebrand factor (VWF),
vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR-2), thrombomoduline, endogline (Lip
and Blann 1997; Yancopoulos et al. 2000; Woodfin et al. 2007; Vestweber 2008; Nassiri et al.
2011; Martin et al. 2013). La co-existence de ces marqueurs est indispensable pour affirmer
que les cellules sont bien des cellules endothéliales car la plupart de ces marqueurs ne sont pas

exprimés exclusivement par les cellules endothéliales.

Les CPEs seront préférées aux HUVECSs car ces derniéres ne sont pas utilisables en clinique et
ont montré une apoptose significative apres implantation (Schechner et al. 2000). Koob S et al.
n’ont pas montré in vivo d’amélioration de la formation osseuse en co-culture HUVECS/CSMs
mais uniquement une néoformation vasculaire (Koob et al. 2011). Ces CEs autologues sont
faiblement disponibles ce qui nécessite, pour générer un nombre suffisant de CEs matures, de
les multiplier en culture par des passages répétés. Cependant, ces étapes conduisent a la perte
progressive du potentiel de régénération des CEs (Maier et al. 1990; Sato et al. 1993; Yang et
al. 1999). Leur activité proliférative et leur fonction spécifique sont progressivement perdues,
limitant leur utilisation clinique (Prasad et al. 2005). Pour pallier ces problémes, la voie
proposée serait 1’utilisation des CPEs. En effet, a ’inverse des CEs matures, les CPEs sont
capables de se diviser plus de 1000 fois sans perte de leur phenotype (Lin et al. 2000). Elles
pourront étre utilisées dans le cadre d’autogreffe. Les CPEs sont capables de former des
colonies endothéliales in vitro (Asahara et al. 1997) et peuvent contribuer a la revascularisation
in vivo (Sepulveda et al. 2007). Elles se différencient ex-vivo en cellules ayant des
caractéristiques de CEs, incluant la formation de structures comparables aux vaisseaux dans
des conditions définies et de forme pavimenteuse quand la population arrive a confluence en
culture. Elles peuvent étre amplifiées in vitro sans perdre leur phénotype endotheélial (Kim and

von Recum 2008). Des études ont montré que la transplantation de CPEs, au niveau de défauts



0sseux, permet d’augmenter la formation osseuse in vivo (Rozen et al. 2009; Atesok et al.
2010). C’est une source utilisable en clinique et facilement accessible par prélévement sanguin.
Cependant, la stabilisation de leur phénotype en culture étant plus difficile a obtenir, le milieu
utilisé pour la coculture est un milieu riche en facteurs de croissance (VEGF, fibroblast growth
factor (FGF), insulin growth -1 (IGF-1)). Elles sont principalement décrites par leurs antigénes
de surface. Les CPEs sont positives pour CD133, CD34 et VEGFR-2. (Shantsila et al. 2008;
Costa-Almeida et al. 2014). Il existe différents sous-groupes de CPEs mais il n’y a pas
actuellement de définition consensuelle ou de technique permettant de les différencier
(Shantsila et al. 2008; Costa-Almeida et al. 2014). Les CPEs dites « précoces » sont décrites
comme étant des cellules dérivées de la moelle osseuse et exprimant des marqueurs de surface
tels que CDI14, CD45 et CDI33, ce qu’elles partagent avec les cellules souches
hématopoiétiques. Ces CPEs dites « précoces » semblent agir de fagon paracrine, en fournissant
des facteurs angiogéniques (Shantsila et al. 2008). A 1’opposé, les CPEs dites « tardives »
apparaissent beaucoup plus tard en culture et présentent des caractéristiques typiquement
endothéliales, telles que 1’expression de vVWF, PECAM-1 et VE-cadhérine. Elles présentent un

potentiel de prolifération important (Shantsila et al. 2008; Costa-Almeida et al. 2014).

Du c6té du lignage ostéoblastique, les cellules utilisées sont soit des ostéoblastes différenciés :
lignées ostéoblastiques (Ciardelli et al. 2010; Zhang et al. 2010) ou des ostéoblastes primaires
humains (Deb et al. 2010; Dohle et al. 2010; Fuchs et al. 2010; Unger et al. 2010), soit des
CSMs indifférenciées (Aguirre et al. 2010; Wang et al. 2011). La matrice extracellulaire
produite par ces cellules ostéogeniques ou mésenchymateuses sert de support aux cellules de
la lignée endothéliale, permettant leur adhérence et leur fonction cellulaire. Les CSMs
favorisent la formation de structures comparables aux vaisseaux dans une matrice 3D

(Verseijden et al. 2012; Rao et al. 2012; Duttenhoefer et al. 2013).
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Les ostéoblastes sont responsables de la synthése de la matrice osseuse. lls représentent donc
le candidat idéal dans le cadre de [I’ingénierie tissulaire osseuse. L’association
CPEs/ostéoblastes (OBs) stimule a la fois 1’angiogenése et 1’ostéogenése (Buschmann et al.
2011). Cette combinaison stimule méme I’angiogenese du tissu hote (Unger et al. 2010;
Ghanaati et al. 2011). Cependant, en raison de leur isolement difficile et de leur faible capacité
de prolifération, 1’utilisation de ces cellules est tres limitée.

Les CSMs constituent une source cellulaire attractive en médecine régenérative, notamment en
ingénierie du tissu osseux, du fait de leurs capacités d’autorenouvellement, leurs propriétés
immunomodulatrices, et leur potentiel de différenciation ostéogénique in vitro et in vivo
(Bruder et al. 1997; Jaiswal et al. 1997; Pittenger et al. 1999; Titorencu et al. 2007; EI Omar et
al. 2016). L’autorenouvellement est une propriété essentielle des cellules souches qui désigne
leur capacité a se multiplier a I’identique quasi indéfiniment. Elles peuvent étre isolées et
amplifiées in vitro sans perte du potentiel de différenciation. Ce sont des cellules indifférenciées
capables de se différencier en différents types cellulaires spécialisés et qui évitent les
considérations éthiques soulevées par les cellules souches embryonnaires (Korbling et al.
2003). Leurs propriétés immunomodulatrices font de ces cellules une source utilisable dans un
contexte allogénique. Actuellement, il existe différentes approches pour caractériser les CSMs.
Le comité « Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International Society for
Cellular Therapy » propose des criteres minimaux pour définir que les CSMs présentes sont
bien des CSMs : 1) adhérence aux surfaces plastiques quand les CSMs sont maintenues dans
des conditions standards de culture, 2) expression des molécules de surface CD73, CD90,
CD105 et absence d’expression de CD11, CD14, CD34, CD45 et HLA-DR, 3) potentiel de
différenciation in vitro en ostéoblastes, adipocytes et chondroblastes (Dominici et al. 2006;
Krampera et al. 2013). Les CSMs expriment également des facteurs angiogéniques tels que

VEGF, FGF, angiopoiétine-1 (Angl) et epidermal growth factor (EGF). Les CSMs sont
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présentent dans de nombreux tissus adultes : moelle osseuse, tissu adipeux, pulpe dentaire et

liquide synovial principalement et des tissus feetaux notamment sang placentaire et placenta.

La différenciation des CSMs en cellules ostéoprogeénitrices est obtenue par stimulation :
adjonction de BMP2 ou dexaméthasone (Puleo 1997; Mendes et al. 1998), ou en présence de
poudre de nacre (Flausse et al. 2013). La capacité des CSMs a former de 1’0s a été confirmée
dans différents modeles in vivo (Bruder et al. 1998; Mendes et al. 2002; Birmingham et al.
2012; Gong et al. 2016). Cependant, I’association CPES/CSMs augmente 1’ostéogenése mais
pas I’angiogenése par rapport aux monocultures respectives (Sun et al. 2016a). Sept jours apres
implantation de matrices a base de Matrigel et d’une coculture CPEs/CSMs, la formation de
structures vasculaires a pu étre observée (Allen et al. 2011). Des structures prévasculaires
formées in vitro dans des sphéroides contenant une co-culture HUVECs/CSMs sont capables
de s’anastomoser avec le systéme vasculaire de 1’hote chez des souris nude athymiques.

(Verseijden et al. 2012).

De nombreux systemes de co-cultures ont donc été développés associant HUVECs/CSMs,
HUVECs/OBs, CPEs/CSMs, CPEs/OBs (Unger et al. 2010; Buschmann et al. 2011; Ghanaati

et al. 2011).

Ces systemes de co-culture seront associés a une matrice tridimensionnelle afin de recréer de
la fagon la plus proche possible, I’environnement in Vvivo.

Selon les études, il y aura des variations principalement sur les deux types cellulaires utilisés,
sur le ratio entre ces deux types cellulaires (Grellier et al. 2009), sur I’environnement cellulaire
(milieu de culture utilisé, teneur en oxygene, culture statique ou dynamique) (Rouwkema et al.

2006; Bidarra et al. 2010) et sur la matrice utilisée. Ces parameétres peuvent influencer
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fortement le dialogue intercellulaire et la réponse des cellules en coculture, et devront étre
optimisés afin de développer des substituts osseux prévasculariseés contenant un réseau

vasculaire tridimensionnel dont I’anastomose pourra se faire avec le tissu hote.

I1. 2. Matrice tridimensionnelle

La matrice idéale doit étre biocompatible, biodégradable et bioactive notamment a I’interface
avec le tissu hote permettant la mise en place d’interactions entre la matrice et le tissu
environnant favorisant la colonisation cellulaire et I’ ostéointégration. Cette bioactivité implique
trois notions : ostéoconduction, ostéoinduction, ostéogeneése (Figure 2) (Polo-Corrales et al.

2014).

Ostéoconducteur : le substitut sert de support aux cellules (ostéoblastes, cellules souches), de trame
pour la formation osseuse. Permet également 1’invasion par les vaisseaux sanguins.

Ostéoinducteur : le substitut est capable de recruter localement des cellules indifférenciées (cellules
souches) et de stimuler leur différenciation en ostéoblastes pour la synthése d’une matrice osseuse.

Ostéogénique : le substitut contient tous les éléments y compris les cellules (ostéoblastes)
nécessaires a la formation de I’os.

Figure 2 : Notion de bioactivité (d’apres (Canceill et al. 2018)) : la bioactivité correspond a I’interaction
des substituts osseux avec le milieu environnant. Elle implique ostéoconduction, ostéoinduction et
ostéogenese.

La biodégradation doit étre progressive, plus exactement la vitesse de biodégradation doit étre
adaptée au remplacement progressif par les cellules de 1’hote et a la formation d’un nouveau

tissu osseux fonctionnel.
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La matrice doit étre constituée de pores ouverts et interconnectés afin d’optimiser la circulation
des cellules, des fluides et des molécules dans le matériau (Dadsetan et al. 2008; Huri et al.
2014; Wang et al. 2015).

Cette matrice peut étre composée de constituants d’origine naturelle ou d’origine synthétique
(Szpalski et al. 2012; Lee et al. 2014). Les principaux polymeres utilisés sont a base de
collagene, d’acide polyglycolique, de polycaprolactone ou d’acide polylactique, car approuvés
par la FDA. Des polymeéres d’origine naturelle ont été également employés comme la chitine,
le chitosan, I’alginate et le pullulan (Venkatesan et al. 2014, 2015; Maisani et al. 2017).
D’autres études se sont intéressées a la création de matériaux composites formés de polymeres
et de particules hydroxyapatite (HA). L’HA est un composant naturel de I’os et des études ont
montré que son incorporation au sein de biomatériaux destinés a I’ingénierie tissulaire osseuse
améliorait 1’ostéointégration de I’implant (Deplaine et al. 2013). Ainsi Fricain et al. ont
augmenté le potentiel de minéralisation de biomatériaux formé de pullulan et de dextran grace
a I’ajout d’HA (Fricain et al. 2013).

Ces difféerentes matrices vont servir de support aux cellules pour permettre une fois implantées

la formation du nouveau tissu osseux, on parle de matrices cellularisées.

I1. 3. Milieu conditionné et vésicules extracellulaires : évolution vers matrice « cell-free »

Depuis quelques années, la recherche tend a se concentrer non plus sur le développement de

matrices cellularisées, mais sur la création de matrices « cell-free ».

En effet, les CSMs, bien que classiqguement utilisées en médecine régénérative, présentent des
inconvénients notables : leur administration par voie intraveineuse s’accompagne d’une
fixation importante de ces cellules dans les poumons avant d’atteindre leur cible (Barbash et al.

2003), leur potentiel tumorogénique et donc le potentiel de transformation pathologique a long
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terme, et la complexité du stockage, le colt et le temps importants associés aux phases
d’expansion cellulaire et une diminution des capacités des cellules avec I’augmentation de 1’age
du donneur (Lai et al. 2011; Nakamura et al. 2015). De plus, les cellules implantées ont une
durée de vie courte: 90% des cellules greffées meurent dans les deux semaines suivant

I’implantation (Giannoni et al. 2010; Agrawal et al. 2014).

Pour pallier ces différents inconvénients, la thérapie dite « cell-free », visant a utiliser les
produits de sécrétion des cellules et a s’affranchir totalement de la composante cellulaire, a
donc été développée (Phinney and Pittenger 2017). Cette thérapie utilise soit le milieu
conditionné (milieu de culture contenant les produits de sécrétion des cellules (facteurs solubles
et VECs)) soit uniqguement les VECs (Timmers et al. 2007; Nakamura et al. 2015; Park et al.

2017; Xia et al. 2018).

La présence de facteurs de croissance importants dans le phénomeéne de réparation osseuse tels
que BMP-2 et VEGF a été identifiée au sein de milieux conditionnés issus de CSMs (Li et al.
2012). Ce milieu conditionné permet également de diminuer les effets néfastes du phénomeéne
d’ischémie/reperfusion in vitro et ex vivo (Angoulvant et al. 2011). Les effets paracrines des
cellules souches semblent étre d’ailleurs les principaux responsables du potentiel de
régénération des CSMs (Ratajczak et al. 2012; Vizoso et al. 2017). De plus, ces approches
présentent des avantages par rapport aux facteurs de risques associés aux cellules : facilité de
stockage, préservation de 1’activité biochimique lors du stockage, et réduction du codt et temps
associés a I’expansion cellulaire (Wang et al. 2015; Konala et al. 2016; Sun et al. 2016b; Vizoso

etal. 2017).

Les CSMs transferent ces VECs contenant des signaux de régénération (protéines, microARN
notamment) aux cellules et organes endommagés stimulant ainsi la régénération tissulaire

(Biancone et al. 2012; Khan et al. 2015; Shabbir et al. 2015; Zhang et al. 2016a; Collino et al.
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2017; Cruz and Rocco 2017). Elles sont présentes dans tous les fluides biologiques (sang, urine,
salive, sperme, lymphe...). Ces VECs peuvent étre comparées a des messagers, jouant un réle
important dans la communication cellulaire et donc dans la réparation, mais egalement dans la
propagation de maladies (Raposo and Stoorvogel 2013; Alenquer and Amorim 2015; Nomura
2017). Elles sont également impliquées dans la prolifération cellulaire, et I’immunomodulation
(Dostert et al. 2017a). Différentes études realisees sur les VECs ont montré une importante
hétérogénéite de taille, de contenu et de composition de la membrane en fonction des conditions

environnementales et du type cellulaire étudié (Lo Cicero et al. 2015; Marcoux et al. 2016).

L’International Society for Extracellular Vesicles (ISEV) classe ces VECs en 3 catégories
principales : les corps apoptotiques, les microparticules (microvésicules ou ectosomes

cellulaires) et les nEVs (Figure 3).

Les corps apoptotiques sont libérés par des cellules en voie d’apoptose et sont de taille
importante (1 a 5 um). lls contiennent majoritairement des fragments nucléaires ou des
organites cellulaires. Les corps apoptotiques vont étre phagocytés par les macrophages (Akers
et al. 2013).

Les microparticules sont formées par le bourgeonnement de la membrane plasmique et
présentent une taille comprise entre 0,1 et 1um. Elles sont produites par des cellules apres
activation ou en état de stress. La composition de leur membrane dépendant de 1’origine
cellulaire, il n’existe pas de marqueurs spécifiques pour reconnaitre ces microparticules. Elles
peuvent transmettre a d’autres cellules des protéines, des lipides ou des acides nucléiques
(YYafez-Mo et al. 2015).

Enfin, la derniére catégorie de VECs est représentée par les nanovésicules. Elles sont secrétées
par toutes les cellules, de maniére physiologique. Elles ont une origine endosomale et sont
libérées dans le milieu extracellulaire lorsque la membrane du corps multivésiculaire qui les

contient fusionne avec la membrane plasmique. Leur taille varie entre 30 et 150 nm. Elles sont
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caractérisees par la présence a leur surface de marqueurs appartenant a la famille des
tétraspanines (protéines membranaires impliquées dans 1’adhésion cellulaire), CD9, CD63 et
CD81 (Ratajczak et al. 2006; Keshtkar et al. 2018). Les nEVs sont beaucoup plus étudiées que
les microparticules et les corps apoptotiques ; deux bases de données ont ainsi été créees afin
de recenser les  différentes  biomolécules qu’ils  contiennent  (ExoCarta
(http://exocarta.org/index.html#) et EVpedia (http://student4.postech.ac.kr/evpedia2_xe/xel)).
Le caractere ubiquitaire de la sécrétion de ces nEVS peut renseigner sur 1’état de santé de la

cellule sécrétrice et ces nEVs peuvent dans ce cas devenir des biomarqueurs de pathologie.

Extracellular Vesicles

Small EVs - Large EVs
(apoptotic bodies)

A (exosomes)

| Exocytosis of |
sz." Multi‘\//tesicular -~
] Body 4

Intermediate EVs
(microvesicles)

Figure 3 : Trois principaux types de vésicules extracellulaires : A : vésicules extracellulaires de taille
nanomeétrique ; B : microvésicules ; C : corps apoptotiques (d’apres (Raeven et al. 2018)).

L’isolement de ces VECs n’est pas encore optimisé. Cet isolement peut se faire par
ultracentrifugation, par separation par gradient de densité et par immunoaffinité.
L’ultracentrifugation, qui est la méthode la plus utilisée, consiste a réaliser une série de
centrifugations a trés grande vitesse afin de concentrer les éléments de faible taille, contenus
dans le milieu conditionné. Cependant, les résultats obtenus avec cette méthode sont rarement

reproductibles, en raison d’une agrégation importante des constituants de faible taille (débris
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cellulaires, organelles libres) présents dans ce milieu conditionné (Livshits et al. 2016; Furi et
al. 2017).

Une autre méthode, couramment utilisée dans la littérature, est la séparation par gradient de
densité. Cette méthode utilise ’ultracentrifugation combinée a un gradient de sucrose. Les
échantillons obtenus grace a cette méthode ont une pureté plus importante que ceux obtenus
avec ’ultracentrifugation. Cette méthode permet une séparation efficace des VECs en fonction
de leur densité, les nEVs possedant une densité plus faible que les microparticules et les corps
apoptotiques (Whiteside 2017; Furi et al. 2017).

Enfin, I’immunoaffinité repose sur un tri magnétique utilisant le ciblage des marqueurs de
surface des VECs (CD9, CD63 et CD81 pour les nEVs par exemple). Malheureusement, cette
méthode ne peut étre utilisée de maniére efficace pour 1’isolement des autres types de VECS,
en raison de 1’absence de marqueurs spécifiques des corps apoptotiques et des microparticules

(Taylor and Shah 2015).

Utilisation des VECs en ingénierie osseuse :

Etudes in vitro :
De nombreuses études se sont intéressées a ces VECs et a leur r6le potentiel en ingénierie
tissulaire osseuse. Martins et al. ont montré en 2016 que des VECs issues de milieux
conditionnés de CSMs de moelle osseuse, prédifférenciées vers la lignée ostéoblastique, étaient
capables d’induire 1’expression de marqueurs spécifiques de cette lignée (tels que BMP-2,
osterix, ostéopontine, ostéocalcine, et la phosphatase alcaline) par d’autres CSMs non
prédifférenciées (Martins et al. 2016). Lu et al. ont montré que la présence de nEVs provenant
de CSMs de tissu adipeux, dont la taille était comprise entre 100 et 130 nm, stimulaient la

prolifération, la migration et la différenciation d’ostéoblastes primaires humains in vitro (Lu et

al. 2017).
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Etudes in vivo :
Des études in vivo ont montré le potentiel ostéogenique des nEVs. En effet, Zhang et al. ont
utilisé des nanovésicules (taille : 60-140 nm) provenant de cellules souches embryonnaires
humaines. Apres caractérisation, ces nanovesicules ont été injectées dans des défauts osseux de
rats une fois par semaine pendant 6 ou 12 semaines. Les résultats ont mis en évidence une
meilleure réparation du defaut chez les animaux traités avec les nanovésicules comparés aux
animaux non traités. La réparation était compléte aprés 12 semaines de traitement (Zhang et al.
2016d). Furuta et al. ont comparé I’effet de milieux conditionnés, de milieux conditionnés sans
nEVs et de nEVSs seules lors de la réparation d’une fracture. Pour cela, ils ont utilisé des souris
CD9™", qui présentent un retard de réparation osseuse due a ’absence de formation de cal
0Sseux, et chez lesquelles une fracture du fémur a été créée. Grace a I’injection dans la fracture
de milieux selon les différentes conditions étudiées (milieux conditionnés, milieux
conditionnés sans nEVs, nEVs), le retard de réparation des souris CD9” a été corrigé
notamment lors de I’utilisation de NEVSs et de milieux conditionnés, mais pas lors de I’injection
de milieux conditionnés dépourvus de nEVs. Cette étude montre la contribution majeure des

nEVs pour obtenir une réparation osseuse (Furuta et al. 2016).

D’autres études ont couplé ’utilisation des VECs a un biomatériau. Li et coll. ont étudié I’effet
de vésicules (taille : 105 nm +/- 72 nm) provenant de CSMs de tissu adipeux, fixées sur des
biomatériaux en PLGA. Ces matériaux ont ensuite été implantés dans des cranes de souris dans
lesquels un défaut osseux avait été préalablement créé. Cette étude a montré un recrutement de
CSMs plus important en présence de nEVs au sein du biomatériau six semaines apres
implantation (Li et al. 2018). Zhang et al. ont étudié I’effet des nEVs issus de CSMs dérivées
d’iPS sur I’ostéogenése. Pour cela, les nEVs (taille entre 50 et 150 nm et exprimant les

marqueurs CD9, CD63 et CD81) ont été déposées sur un matériau composé de phosphate
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tricalcique (B-TCP) implanté dans des défauts osseux de cranes de rat. Apres huit semaines,
une observation par micro-CT a mis en évidence la formation d’un nouvel os chez les rats ayant
des implants de B-TCP couplés a des nEVs. Les auteurs ont également mis en évidence une
activation plus importante de la voie Pi3K/Akt (impliquée dans la prolifération des ostéoblastes
et la formation osseuse) en présence des nEVs (Zhang et al. 2016c). Cette méme étude a éeté
réalisée sur des rattes ovariectomisées. Les résultats étaient similaires a 1’étude précédente, et
il a ét¢ mis en évidence la présence d’une néovascularisation au sein de 1’os nouvellement formé

chez les rattes implantés avec implants de B-TCP couplés a des nEVs (Qi et al. 2016).

Le développement d’une matrice osseuse prévascularisée cellularisée ou « cell-free » nécessite
I’utilisation de stimulus capables d’agir a la fois sur la différenciation ostéogénique et sur la
différenciation angiogénique. Les stimulus les plus souvent utilisés sont les facteurs de
croissance mais la tendance actuelle s’oriente vers 1’utilisation de stimulus naturels tels que les

stimulus d’origine marine.

I1. 4. Stimulus environnementaux

Afin de stimuler la différenciation ostéogénique et endothéliale des cellules implantées, nous
pouvons avoir recours a différents types de stimulus : stimulus biochimiques ou stimulus
mécaniques. Les stimulus biochimiques les plus fréquemment rencontrés sont 1’ajout de
facteurs de croissance dans le milieu de culture ou la modification de la teneur en oxygeéne. Les
stimulus mécaniques sont principalement 1’exposition a des contraintes mécaniques ou la

culture en bioréacteur (Pioletti 2013; Rosa et al. 2015).
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La nacre :
Les composés issus de la biologie marine sont utilisés depuis de nombreuses années en
chirurgie maxillo-faciale et orthopédique. En effet, I’exosquelette de corail est employé depuis
les années 1980 comme substitut osseux (Patat and Guillemin 1989). Cependant, ce matériau
n’est pas capable d’induire, seul, la formation d’un nouvel os et nécessite 1’utilisation de
facteurs de croissance tels que des BMP (Arnaud et al. 1999).
Deés 1990, la nacre a également été testée comme substitut osseux. La nacre compose le
revétement intérieur de la coquille de certains mollusques bivalves. Elle rend la coquille de ces
mollusques plus résistante et emprisonne également les intrus qui seraient entrés dans la
coquille en les enrobant (formant ainsi une perle). C’est un composé acellulaire formé a 97%
de cristaux d’aragonite (carbonate de calcium) et a 3% d’une matrice organique (chitine,
polysaccharides, protéines, peptides et petites molécules dont le poids moléculaire est inférieur
a 1000 Da) (Marin et al. 2012). La nacre présente une organisation sous forme de briques et
mortier, les cristaux d’aragonite formant les briques et la matrice organique le mortier (Fu et
al. 2013) (Figure 4). Cette organisation rend la nacre trés résistante. Camprasse et al. ont
démontré en 1990 que ses propriétés mécaniques était similaires a celles du titane (Camprasse
et al. 1990).
Des tests d’implantation de fragments de nacre de I’huitre perliére Pinctada margaritifera ont
été réalisés chez I’Homme dans des défauts osseux maxillaires et ont montré la parfaite
biocompatibilité du matériau (Camprasse et al. 1988). En 1992, plusieurs études démontrent la
capacité de nacre issue de I’huitre perliere P. maxima a induire la minéralisation d’ostéoblastes
in vitro (Lopez et al. 1992; Silve et al. 1992).
Depuis, de nombreuses études ont été réalisées in vitro et in vivo visant a démontrer encore plus

finement les propriétés ostéogéniques de la nacre. Pour cela, des implants de nacre de
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géométries différentes ont été implantés dans des défauts osseux de différentes especes

animales.

Figure 4 : Structure de la nacre d’une huitre de I’espeéce Pinctada : A : couche de nacre présente a
I’intérieur d’une coquille ; B : image obtenue par microscopie électronique a balayage montrant la
structure en « briques et mortier » de la nacre (d’apres (Zhang et al. 2017))

Etudes in vivo
Nacre issue de Pinctada margaritifera: En 1997, des cylindres de nacre issus de P.
margaritifera ont été implantés au niveau de défauts osseux créés dans des fémurs de rat. Apres
14 jours d’implantation, les résultats ont montré une meilleure ostéogeénicité de la nacre
comparée a des implants composés de titane et d’hydroxyapatite (Liao et al. 1997). En 2000,
Liao et al. démontrent que des granules de nacre de la méme espéce sont totalement

biocompatibles, biodégradables au cours du temps et ostéoconducteurs (Liao et al. 2000).

Nacre issue de Pinctada maxima : D’autres études in vivo ont été réalisees en utilisant de la
nacre issue de I’huitre perliere P. maxima. En 1999, des essais d’implantations de cylindres de
nacre dans I’épiphyse fémorale de moutons ont été effectués et ont démontré, a 3 mois post-

implantation, une parfaite biocompatibilité et la formation d’un nouvel os a la frontiere entre
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les implants et I’os (Atlan et al. 1999). Asvanund et Chunhabundit ont montré en 2012 que la
nacre implantée dans la mandibule de porcs induisait une formation osseuse plus importante
que des implants composés de B-TCP (Asvanund and Chunhabundit 2012). D’autres études
réalisées sur des moutons ont mis en évidence une dégradation des piéces de nacre au cours du
temps et mis en évidence leur potentiel ostéoinducteur (Berland et al. 2005; Rousseau et al.

2012; Pascaretti-Grizon et al. 2014).

D’autres études se sont intéressées a 1’utilisation de la nacre broyée sous forme d’une poudre
(taille des particules entre 50 et 150 um). Des essais d’implantation in vivo chez le lapin et le
mouton ont montré une bonne tolérance de la poudre de nacre par les organismes ainsi qu’une
bonne intégration et la formation d’un nouvel os, 11 semaines apres implantation (Lamghari et
al. 1999, 2001b, a). Des essais d’implantation de poudre de nacre ont également été réalisés sur
I’homme. En 1997, Atlan et al. ont implanté un mélange de poudre de nacre et de sang chez
des patients présentant une perte importante d’os alvéolaire maxillaire. Six mois post-chirurgie,
ils ont observé une parfaite ostéointégration de la nacre, sa dissolution progressive ainsi que la

formation d’un nouvel os (Atlan et al. 1997).

La dégradation de la nacre in vivo varie en fonction de la forme et de la taille de I’implant
utilisé. En effet, les piéces de nacre sont peu dégradées au cours du remodelage osseux,

contrairement a la poudre de nacre qui se résorbe rapidement.

Etudes in vitro

Des études in vitro réalisées au laboratoire ont montré la capacité de la poudre de nacre issue

de P. margaritifera, a induire I’expression de marqueurs ostéoblastiques et la formation d’une
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matrice extracellulaire contenant de 1’hydroxyapatite par des CSMs issues de moelle osseuse

(Flausse et al. 2013).

Les études précédentes ont démontré la capacité de la nacre a induire la formation d’un nouvel
0s. Ce phénomene suggere donc la présence au sein de la nacre de molécules « signal » capables
d’engendrer la différenciation de cellules souches mésenchymateuses en cellules
osteoblastiques et d’augmenter 1’activité des ostéoblastes.

Afin d’identifier ces molécules responsables des propriétés ostogéniques de la nacre, des

extraits de nacre ont été étudiés.

Les extraits de nacre

Les principes actifs de la nacre solubles dans [’eau

Les principes actifs issus de la nacre solubles dans 1’eau ont été les plus étudiés. lls ont été
isolés a partir de poudre de nacre puis mélangés avec de ’eau ultra-pure pendant 20h a
température ambiante. Apres centrifugation, le surnageant est récupéré et constitue alors les
principes actifs de la nacre solubles dans 1’eau (Water Soluble Matrix, WSM) (Rousseau et al.
2003a). Ce processus est un processus doux qui n’entraine pas de décalcification de la nacre.
Cet extrait a montré sa capacité a stimuler I’activité de la phosphatase alcaline, marqueur de la
différenciation ostéoblastique, et ce pour plusieurs types cellulaires (CSMs issues de moelle
osseuse de rat, CSMs de moelle osseuse humaine...) (Lamghari et al. 1999; Green et al. 2015).
La WSM a également montré sa capacité a augmenter 1’expression des marqueurs de
différenciation ostéoblastique (génes Collagene I, Ostéocalcine, RunX2 et Ostéopontine) dans
une culture de précurseurs ostéoblastiques d’origine murine (MC3T3) (Rousseau et al. 2008).
Cet extrait a également montré sa capacité a accélérer le dépdt d’hydroxyapatite au sein de la

matrice extracellulaire de cellules MC3T3 (Rousseau et al. 2003a).
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Les principes actifs de la nacre solubles dans [’éthanol

D’autres solvants ont été utilisés afin d’extraire les composés actifs de la nacre solubles dans
1I’éthanol. Ces principes actifs, appelés Ethanol Soluble Matrix (ESM), ont démontré leur
capacité a induire et a restaurer la minéralisation de la matrice extracellulaire des cellules
osseuses in vitro (Brion et al. 2015). Cet extrait est obtenu aprés agitation de poudre de nacre
et d’éthanol pendant 24h, le mélange est ensuite centrifugé. Le surnageant est récupéré puis
1’éthanol est évaporé. La poudre obtenue est alors récupérée dans de 1’eau, puis lyophilisée. La
poudre ainsi obtenue constitue I’ESM qui est alors soluble dans le milieu de culture et ne

contient plus aucune trace d’éthanol.

25



26



Publication n°1 : Revue

JOURNAL OF BIOMEDICAL MATERIALS RESEARCH A

Résumé en frangais

Nacre, a natural, multi-use and timely biomaterial for bone graft substitution

La nacre, un biomatériau naturel, multi-usage et opportun comme substitution a la greffe

0sseuse

Ganggang Zhang, Alice Brion, Anne-Sophie Willemin, Marie-Héléne Piet, Vanessa Moby,

Arnaud Bianchi, Didier Mainard, Laurent Galois, Pierre Gillet, Marthe Rousseau

La réparation des pertes de substances osseuses représente un enjeu majeur tant sur le plan
thérapeutique qu’économique. La recherche du substitut idéal biocompatible et capable

d’induire la formation d’un nouvel os concentre aujourd’hui de nombreux espoirs.

La nacre est utilisée comme traitement médical depuis des siecles. Son utilisation pour traiter
des maladies hépatiques est évoquée dans des ouvrages de médecines traditionnelles chinoises
datant de 1061. De plus, il a été retrouvé au début du 20°™ siécle, un crane maya présentant un
implant dentaire en nacre.

La nacre est composée d’une matrice organique et d’une matrice inorganique formée
majoritairement de carbonates de calcium (aragonite). Elle tapisse 1’intérieur de la coquille de
certains mollusques bivalves lui conférant ainsi une résistance plus importante. La structure de
la nacre sous forme de briques et mortier la rend tres résistante aux contraintes mécaniques, et

ce de maniére similaire a 1’os lui-méme.
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Depuis une trentaine d’années, des recherches approfondies étudient le potentiel de la nacre a
engendrer une néoformation osseuse pour pallier les manques en chirurgie orthopédique. Dés
1988, des tests de biocompatibilité de pieces de nacre ont été réalisés chez 1’homme et ont
démontré la parfaite innocuité de ce matériau (Camprasse et al. 1988). En 1992, la capacité
d’induction de minéralisation de la nacre est démontrée in vitro dans plusieurs études (Lopez
etal. 1992; Silve et al. 1992). Puis, de nombreux travaux se sont intéressés a la nacre provenant
de différentes espéces d’huitres perliéres (Pinctada maxima, P. fucata, P. radiata, P.
margaritifera). Différentes formes de nacre ont également été étudiées : blocs bruts, granules,
poudres. Toutes ces études ont confirmé les potentiels ostéogénique, ostéoinducteur et
ostéoconducteur de la nacre.

Enfin, plus récemment, les études se concentrent sur I’identification précise des molécules
responsables des capacités ostéoinductives de la nacre. Pour cela, plusieurs techniques
d’extraction des principes actifs de la nacre ont été testées. Toutes ces techniques sont des
techniques douces qui n’endommagent pas la fraction minérale de la nacre. C’est donc les
molécules présentes dans la fraction organique qui sont alors extraites. Plusieurs solvants ont
été testés pour réaliser cette extraction. Tout d’abord, I’extraction de ces principes actifs a été
réalisée en utilisant de I’eau. Cet extrait, appelé Water Soluble Matrix (WSM), a montré sa
capacité a induire une augmentation de I’expression de certains marqueurs ostéoblastiques
(Rousseau et al. 2003b, 2008). Un autre extrait a démontré des capacités ostéogéniques plus
importantes que la WSM. Cet extrait, appelé Ethanol Soluble Matrix (ESM), est obtenu en
utilisant I’éthanol comme solvant. Les études réalisées avec cet ESM démontrent la capacité de
cet extrait a induire et restaurer la minéralisation de la matrice extracellulaire osseuse (Brion et
al. 2015).

Cette revue présente différentes études qui démontrent la potentielle utilisation de la nacre et

de ses composés en tant que substitut osseux.

28



I1l. RESULTATS

Chapitre 1. Etude des effets des principes actifs issus de la nacre (ESM) sur le potentiel

angiogénique des cellules de la lignée endothéliale in vitro

1.1 Cellules endothéliales matures (HUVECS)

Les principes actifs issus de la nacre solubles dans 1’éthanol (ESM) ont montré précédemment
leur capacité a restaurer la minéralisation de la matrice extracellulaire d’ostéoblastes humains
issus de patients arthrosiques (Brion et al. 2015). Cependant, leur effet sur les cellules de la
lignée endothéliale et sur leur capacité angiogénique n’a, a ce jour, jamais été étudié.

Dans le cadre de cette étude, nous avons voulu étudier I’effet de ces principes actifs sur la
capacité angiogénique des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (HUVECS).
Aprés isolement, les HUVECs sont cultivées dans un milieu spécifique des cellules
endothéliales (Endothelial Cell Growth Medium-2 (EGM-2) (milieu basal (Endothelial Growth
Basal Medium-2 (EBM-2)) supplémenté par différents adjuvants, notamment des facteurs de
croissance, Lonza) pour amplification. Au premier passage, les cellules sont séparées et
cultivées dans quatre conditions différentes pendant 14 jours : EGM-2 (témoin positif), EBM-
2 (milieu basal sans facteurs de croissance, témoin négatif), EBM-2 supplémenté avec
100pg/mL d’ESM et EBM-2 supplémenté avec 200pg/mL d’ESM (appelées ensuite
respectivement EGM, EBM, EBM100 et EBM200). Les répercussions du traitement par ESM
sur I’expression génique et protéique des HUVECs ont été estimées respectivement par gRT-
PCR et western blot. La fonctionnalité des cellules a été évaluée via la réalisation d’un test
d’angiogenése in vitro. Nous avons également étudié les capacités de migration et de

recrutement des cellules en s’intéressant a leur capacité a secréter dans le milieu extracellulaire
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des protéines permettant la migration (MMP-9 et MMP-2) et le recrutement de péricytes
(PDGF-BB), ainsi que la sécrétion par les cellules de monoxyde d’azote (NO) responsable de
la vasodilatation vasculaire. Au travers de cette étude, nous avons comparé si I’ajout des
principes actifs issus de la nacre dans un milieu basal de culture des cellules endothéliales
(EBM) permettait d’obtenir des effets comparables a ceux obtenus avec le milieu de référence
(milieu basal enrichi en facteurs de croissance). Ce qui permettrait de s’affranchir de

I’utilisation de ces derniers.

L’étude de I’influence de I’ESM sur I’expression génique des HUVECS est représentée dans la
figure 5. 1l n’a pas été montré de différences significatives d’expression pour les marqueurs
endothéliaux PECAM-1, Tie2 et VE-cadhérine. Une diminution significative de I’expression
de vWF a été mise en évidence pour les cellules cultivées en présence d’EBM-2 (milieu
dépourvu de facteurs de croissance) par rapport aux cellules cultivées en présence ’EGM-2.
Cette diminution n’est pas retrouvée lorsque les principes actifs issus de la nacre ont été ajoutés
au milieu EBM-2. En revanche, nous avons observé une chute importante de 1’expression du

marqueur endothélial KDR lorsque les cellules ne sont plus cultivées avec du milieu EGM-2.
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Figure 5 : Mesure de I’expression des différents transcrits codant pour PECAM-1, KDR, Tie2, CD144,
VWF et CD34 par qPCr.

Les cellules sont cultivées pendant 14 jours dans 4 conditions différentes : EGM : HUVECs cultivées
dans du milieu EGM-2 ; EBM : HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 ; EBM100 : HUVECs
cultivées dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 100pg/mL d’ESM ; EBM200 : HUVECS cultivées
dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 200pg/mL d’ESM

L’axe des ordonnées représente 1’expression relative du transcrit par rapport & la quantité présente dans
le contrble (EGM). Les données sont normalisées par rapport au gene de référence RP29 (+/- SEM).
Les manipulations ont été réalisées sur trois échantillons de cellules indépendants.

* représente une différence statistiguement significative avec p<0,05, versus EGM.

L’expression de protéines spécifiques du phénotype endothélial a été étudiée et les résultats
sont présentés figure 6. Les protéines VE-cadhérine, PECAM-1 et VEGFR-2 ont été détectee
dans toutes les conditions de culture. L’analyse densitométrique des bandes obtenues a été

réalisée et n’a pas montré de différences.
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Figure 6 : Etude de I’expression protéique des différentes protéines endothéliales (VEGFR-2, PECAM-
1 et VE-cadhérine) par Western blot.

Les cellules sont cultivées pendant 14 jours dans 4 conditions différentes : EGM : HUVECs cultivées
dans du milieu EGM-2 ; EBM : HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 ; EBM100 : HUVECs
cultivées dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 100pg/mL d’ESM ; EBM200 : HUVECS cultivées
dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 200pg/mL d’ESM

Les données sont normalisées par rapport a la protéine de référence GAPDH (+/- SEM) vs EGM.

Les manipulations ont été réalisées sur trois échantillons de cellules indépendants.

* représente une différence statistiguement significative avec p<0,05, versus EGM

La capacité des cellules a former des structures pseudo-vasculaires in vitro a été étudiéee par la
réalisation d’un test d’angiogeneése in vitro. Dans un puits de culture contenant un gel composé
de protéines de la matrice extracellulaire (ECM gel, ScienCell), 10%ont été déposées. Ce gel va
permettre aux cellules d’adhérer et de former des structures pseudo-vasculaires. Apres 4h de
culture sur ce gel, une analyse des images obtenues a permis de mettre en évidence un nombre
de segments et de jonctions inchangé en présence des principes actifs issus de la nacre par
rapport a la condition contrdle, contrairement aux cellules cultivées en présence d’EBM-2 sans
ESM, ou ces deux paramétres étaient diminués (Figure 7). La longueur des segments semble
quant & elle Iégerement diminuée en présence de milieu EBM-2 avec ou sans ESM. L’ajout
d’ESM a donc permis d’obtenir une formation de structures pseudo-vasculaires quasiment

comparable a celle obtenue en présence de facteurs de croissance.
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Figure 7 : Comparaison du nombre et de la longueur des segments et du nombre de jonctions aprés 4h
d’incubation

EGM : HUVECs cultivées dans du milieu EGM-2 ; EBM : HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 ;
EBM100 : HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 100ug/mL d’ESM ; EBM200 :
HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 200pg/mL d’ESM

Les manipulations ont été réalisées sur trois échantillons de cellules indépendants. Les résultats sont
exprimés en % +/- SEM vs EGM.

* représente une différence statistiquement significative avec p<0,05

Les capacités sécrétrices des HUVECSs ont été étudiées par enzyme linked immusorbent assay
(ELISA). Nous avons quantifié la présence au sein du surnageant de culture des protéines
MMP-9 et MMP-2, impliquées dans la migration cellulaire, et PDGF-BB, impliquée dans le
recrutement des péricytes qui vont participer a la stabilisation du mur vasculaire. Les résultats

présentés figure 8, ne montrent aucune différence entre les différentes conditions étudiées.
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Figure 8 : Comparaison de la quantité de PDGF-BB, MMP-2 et MMP-9 synthétisées mesurée par
ELISA

EGM : HUVECs cultivées dans du milieu EGM-2 ; EBM : HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 ;
EBM100 : HUVECS cultivées dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 100png/mL d’ESM ; EBM200 :
HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 200pg/mL d’ESM.

Les manipulations ont été réalisées sur trois échantillons de cellules indépendants. Les résultats sont
exprimés en fold +/- SEM vs EGM.
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Afin de maintenir le tonus vasculaire, les CEs secrétent du monoxyde d’azote (NO) qui va
engendrer une vasodilatation des vaisseaux via un relachement des cellules musculaires lisses
de la média. Nous avons donc étudié la présence de NO au sein du surnageant des cellules. Les
résultats obtenus sont présentés figure 9 et ne montrent aucune différence entre les différentes

conditions étudiées.
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Figure 9 : Dosage des ions nitrites présents dans le surnageant des cellules cultivées en présence ou non
d’ESM pendant 14 jours.

Les cellules sont incubées pendant 30min avec le réactif de Griess.

L’axe des ordonnées correspond aux nitrite en pM pour 1pg de protéines.

EGM : HUVECs cultivées dans du milieu EGM-2 ; EBM : HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 ;
EBM100 : HUVECS cultivées dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 100png/mL d’ESM ; EBM200 :
HUVECs cultivées dans du milieu EBM-2 supplémenté avec 200pg/mL d’ESM.

Les manipulations ont été réalisées sur trois échantillons de cellules indépendants. Les résultats sont

exprimés +/- SEM vs EGM.

Les résultats obtenus au cours de cette étude ont montré un effet des principes actifs issus de
la nacre solubles dans 1’éthanol (ESM) quasiment similaire a celui obtenu en présence du

milieu classique de culture riche en facteurs de croissance.
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1. 2 Cellules progenitrices endothéliales (CPES)

Publication n° 2

ANGIOGENESIS
Résume en francais
The effect of nacre extracts on cord blood-derived endothelial progenitor cells: a natural
stimulus to promote angiogenesis?
L effet des principes actifs issus de la nacre sur les cellules progénitrices endothéliales iS0lées

a partir de sang de cordon : un stimulus naturel pour « booster » [’angiogenése ?

Anne-Sophie Willemin, Ganggang Zhang, Emilie Velot, Arnaud Bianchi, Véronique Decot,

Marthe Rousseau, Pierre Gillet, Vanessa Moby

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a I’effet de ces principes actifs issus de la nacre
solubles dans 1’éthanol (ESM) sur des cellules progénitrices endothéliales (CPEs), cellules
capables de recréer un réseau vasculaire a partir d’un réseau pré-existant.

Pour cela, apres avoir été extraites du sang de cordon ombilical, les CPEs ont été cultivées en
présence du milieu traditionnel de culture de cellules endothéliales (EGM-2, Lonza) auquel ont
été ajouté des principes actifs issus de la nacre a différentes concentrations (100 ou 200ug/ml).
Nous avons étudié D’effet de cet ESM sur I’expression génique et protéique, Sur la
fonctionnalité et sur les capacités sécrétrices des cellules.

Les résultats obtenus ont montré que 1’expression des transcrits codant pour les marqueurs
endothéliaux PECAM-1, VE-cadhérine et VWF était augmentée en présence des principes
actifs issus de la nacre a la concentration de 200pg/mL. L’expression des transcrits codant pour

Tie2 et KDR était quant a elle inchangée. L’étude de 1’expression protéique des cellules n’a
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pas montreé de variation en absence et en présence de I’ESM. Les capacités sécrétrices des CPEs
ne semblent pas étre modifiées par la présence des principes actifs issus de la nacre. En
revanche, les principes actifs issus de la nacre a la concentration de 200ug/mL semblent
augmenter la fonctionnalité des cellules.

Les résultats obtenus ont permis de mettre en évidence 1’effet pro-angiogénique des principes
actifs issus de la nacre soluble dans 1’éthanol notamment a la concentration de 200ug/mL et
donc rend envisageable leur utilisation en ingénierie tissulaire ossseuse comme stimulus de

I’ostéogenése et de I’angiogenese.
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Chapitre 2. Etude des effets des principes actifs issus de la nacre (ESM) sur la

différenciation ostéogénique des CSMs

2.1 Etudes in vitro

Apres extraction a partir de moelle osseuse de patients arthrosiques, les CSMs sont cultivées
dans un milieu de base pour amplification durant 2 passages (DMEM, Gibco). Les cellules sont
ensuite cultivées dans un milieu de différenciation (DMEM avec 40ug/mL de proline,
50ug/mL d’acide ascorbique et 100mM de déxaméthasone) supplémenté en principes actifs
issus de la nacre a différentes concentrations, 0, 100 et 200ug/mL de milieu (appelées
respectivement ESM0, ESM100 et ESM200). Enfin, les cellules sont trypsinées puis cultivées
sous forme tridimensionnelle (culture sphéroide) dans les mémes conditions que

précedemment (figure 10).
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Figure 10 : Culture sphéroide de cellules souches mésenchymateuses (d’aprés Fennema et al., 2013)

Les cellules sont cultiveées pendant 21 jours puis des échantillons d’ARN sont récupérés a J1,

J7,J14 et J21 (jour 1, 7, 14 et 21) afin d’étudier I’expression génique.
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L’¢étude de I’expression génique a montré une absence des marqueurs spécifiques du phénotype
osseux (ostéopontine et ostéocalcine) (résultats non présentés). Nous avons mis en évidence la
stimulation de I’expression de RunX2 et de Collagéne X a J21 en présence d’ESM100. D’autre
part, nous avons ¢galement montré une stimulation de 1’expression de Sox9 et Aggrecan a J21

en présence d’ESM100 (Figure 11).
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Figure 11 : Mesure de ’expression des différents transcrits codant pour RunX2, Collagéne X,
Aggrecan et Sox9 par gPCR

ESMO : condition de culture témoin ; ESM100 : CSM cultivées dans du milieu supplémenté avec
100pg/mL d’ESM ; ESM200 : CSM cultivées dans du milieu supplémenté avec 200png/mL d’ESM
L’axe des ordonnées représente 1’expression relative du transcrit par rapport a la quantité présente dans
le contrble (ESMO). Les données sont normalisées par rapport au gene de référence RP29 (+/- SEM).
Les manipulations ont été réalisées sur trois échantillons de cellules indépendants.

* représente une différence statistiguement significative avec p<0,05, versus ESMO.

Les résultats suggérent la présence au sein des sphéroides de deux populations cellulaires : des
cellules exprimant des marqueurs de chondrocytes hypertrophiques (Collagéne X et RunX2)
et des cellules exprimant des marqueurs chondrocytaires (Sox9 et Aggrecan). Notre hypothése
repose sur différents niveaux de différenciation des cellules au sein des sphéroides : le centre
du sphéroide, en condition plus hypoxique, présenterait une différenciation chondrocytaire, et

la périphérie, en présence d’oxygéne, se dirigerait vers un phénotype de chondrocyte
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hypertrophique, étape précédant la différenciation ostéoblastique dans 1’ossification

endochondrale (Aghaloo and Hadaya 2017; Wong et al. 2018).

Ces résultats sont en corrélation avec les résultats précédemment obtenus au sein de notre
équipe (Flausse et al. 2013) . En effet, le transcrit ostéopontine était absent et il a été mis en

évidence un pic de Collagéne X & J21 en présence de poudre de nacre a 1%.
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2. 2 Développement d’une nouvelle méthode d’identification des composés ostéogéniques

présents dans ’ESM

Publication n° 3

Journal of structural biology

Résume en francais

A new method for the separation and purification of the osteogenic compounds of nacre

Ethanol Soluble Matrix

Une nouvelle méthode de séparation et de purification des composés ostéogéniques présents

dans les principes actifs de la nacre solubles dans I’éthanol

Ganggang Zhang, Anne-Sophie Willemin, Alice Brion, Marie-Héléne Piet, Vanessa Moby,

Aranud Bianchi, Didier Mainard, Laurent Galois, Pierre Gillet, Marthe Rousseau

Dans cette étude, nous avons développé une méthode de purification de I’ESM afin d’en isoler

les composés ostéoinducteurs.

Pour cela, nous avons tout d’abord extrait I’ESM comme développé précédemment (chapitre
1) a partir de poudre de nacre de I’huitre perliére P. margaritifera. Nous avons ensuite séparé,
grace a des résines échangeuses de cations ou d’anions, les fractions anioniques et cationiques
(afin d’obtenir respectivement ESMa et ESMc) ainsi qu’une fraction, appelée ESME, contenant

les cations fixés sur la résine échangeuse de cation aprés avoir obtenu ESMa. Ces fractions ont
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ensuite eté mises en contact avec des ostéoblastes issus de patients arthrosiques et des pré-
ostéoblastes d’origine murine (MC3T3) pour une durée de 21 jours. La minéralisation a été
estimeée grace a une coloration au rouge alizarin. Les résultats de la coloration ont montré que,
parmi les fractions extraites a partir de I’ESM, la fraction ESMc, dépourvue d’anion, stimulait
le plus la minéralisation des deux types cellulaires étudiés. Cette stimulation de la
minéralisation était cependant inférieure a I’ESM. Nous avons également testé I’effet sur la
minéralisation de 1’association des fractions ESMa et ESMc afin de mettre en évidence si
I’action de ’ESM ¢était due uniquement aux ions qu’il contient. La coloration au rouge alizarin
a montré une minéralisation inférieure en présence d’ESMa et d’ESMc qu’en présence d’ESMc

seul.

Comme indiqué précédemment, I’extraction de la WSM est un procédé doux qui n’entraine pas
de décalcification de la nacre. Cependant, 1’effet de 1’extraction de I’ESM sur la nacre n’a
jamais étudié. Pour cela, nous avons effectué des observations en microscopie électronique a
balayage de la poudre de nacre avant et apres le processus d’extraction. Les images obtenues
ont mis en évidence une conservation de la structure « briques et mortier ». La surface des
briques ainsi que la matrice organique semblent quant a elles étre légérement modifiées,
suggérant que 1’action de 1’éthanol s’effectue uniquement sur les parties exposées de la poudre
de nacre. Ces résultats montrent alors que 1’extraction utilisant I’éthanol comme solvant est un

procédé modéré n’entrainant pas de modification du cristal et donc sans décalcification.

Grace a ces travaux, nous avons pu mettre au point une technique de séparation et de

purification de ’ESM permettant d’obtenir une fraction cationique possédant des propriétés

ostéogéniques.
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Chapitre 3. Etude des effets stimulateurs des vésicules extracellulaires nanométriques
sécrétées par les cellules souches mésenchymateuses in vitro sur les cellules de la lignée

endothéliale

3. 1 Cellules endothéliales matures (HUVECS)

Publication n°® 4
Bio-Medical Materials and Engineering

Résume en francais

Evaluation of the pro-angiogenic effect of nanoscale extracellular vesicles derived from human

umbilical cord mesenchymal stem cells

Evaluation de [’effet pro-angiogenique des vésicules extracellulaires de taille nanométrique

issues de cellules souches mésenchymateuses de cordon ombilical humain

Gabriel Dostert*, Anne-Sophie Willemin*, Valérie Jouan-Hureaux, Huguette Louis, Sébastien

Hupont, Pierre Gillet, Patrick Menu, Véronique Decot, Vanessa Moby, Emilie Velot

Dans cette étude, nous avons étudié 1’effet des vésicules extracellulaires de taille nanométrique

(nEVs) sur la fonction de cellules endothéliales matures.

Pour cela, nous avons cultivé des CSMs issues de gelée de Wharton dans un milieu dépourvu
de nEVs pendant 48h afin de ne récupérer dans ce milieu que les nEVs secrétées par les CSMs.
Nous avons ensuite isolé de ce milieu conditionné les nEVs en réalisant une série

d’ultracentrifugations. Les nEVS ainsi obtenues ont ensuite été caractérisées afin de s’assurer
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de la conformité de notre échantillon. D’autre part, nous avons extrait a partir de cordons
ombilicaux humains des cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine (Human
umbilical vein endothelial cells, HUVECs). Les HUVECSs ont ensuite été mises en contact avec
les NEVs a différentes concentrations (10° et 10*° nEV/mL). Nous nous sommes tout d’abord
intéresses aux interactions HUVECs-nEVS puis nous avons étudié 1’effet des nEVs sur la
fonctionnalité des HUVECSs.

Pour commencer, nous avons validé la composition en nEVs de 1’échantillon obtenu, par
Nanosight® pour la taille (115 +/- 14 nm), et par cytométrie en flux pour la présence des
marqueurs membranaires spécifiques. Ensuite, afin de mettre en évidence les interactions
HUVECs-nEVs, nous avons utilisé des marqueurs fluorescents (PKH67 pour les nEVs et To-
Pro-3® pour les noyaux des HUVECS). Aprés observation en microscopie confocale, nous
avons pu montrer I’internalisation des nEVs dans le cytoplasme des cellules apres 24h de mise
en contact. Enfin, nous avons étudié 1’effet des nEVs sur la fonctionnalité des cellules. Pour
cela, un test d’angiogenese in vitro a été réalisé. Aprés 4h, une augmentation de la
fonctionnalité des HUVECs en présence de 10° nEV/mL a été observée. En effet, aprés analyse
des images obtenues, il a été mis en évidence un nombre de nceuds plus important en présence
des nEVs a la concentration la plus faible par rapport aux cellules cultivées sans nEVs. Les

neeuds correspondent a la jonction de plus de trois structures pseudo-vasculaires.

Cette étude a donc montré que les vésicules extracellulaires de taille nanométrique étaient

capables de produire un effet bénéfique sur la capacité angiogénique des cellules endothéliales

de la veine ombilicale humaine.
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3. 2 Cellules progénitrices endothéliales

Afin d’étudier I’effet paracrine potentiel des CSMSs sur les CPES, nous avons cultivé des CPES
issues de sang de cordon en présence de différentes fractions de secrétions issues de la culture
des CSMs.

Tout d’abord, nous avons caractérisé les échantillons supposés contenir les nEVs afin de
s’assurer de leur réelle composition en nEVs. La caractérisation des échantillons est effectuée
par une analyse de la taille et de la morphologie (par Nanosight®) dans un premier temps, puis
par un contréle de la présence des marqueurs spécifiques des nEVs dans un second temps (par
cytométrie en flux et western blot).

Le milieu conditionné est obtenu apreés culture pendant 48h de CSMs de gelée de Wharton dans
du milieu dépourvu de nEVs. Aprés une série d’ultracentrifugations du milieu conditionné de
CSMs, les nEVs sont isolées puis caractérisées par la taille et la présence a leur surface de

marqueurs spécifiques.

Caractérisation des nEVs

L’analyse de la taille et de la morphologie des particules présentes dans notre échantillon par
Nanosight® montrent la présence d’une population de nanoparticules hétérogénes (figure 12).
La population majoritaire de 1’échantillon présente une taille comprise entre 30 et 150 nm qui

correspond a la taille des nEVs.
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Figure 12 : Représentation graphique de la mesure des particules par Nanosight®

L’expression des marqueurs membranaires spécifiques des nEVs, CD9, CD63, CD81 et CDS82,
a été recherchée par cytométrie en flux. La figure 13 représente les résultats obtenus. Ces
résultats révélent la présence d’une population exprimant les marqueurs CD9 (86%), CD63
(88%), CD81 (85%) et CD82 (86%). La recherche de la présence des marqueurs protéiques
présents a ’intérieur des nEVs a été realisée par western blot (figure 14). Les protéines ALIX

et TSG101 ont été détectées au sein de notre échantillon.
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Figure 13 : Analyse par cytométrie en flux de I'expression des marqueurs membranaires des nEVs. (A)
représente la répartition de la population totale contenue dans 1’échantillon. La zone I représente la zone
d’intérét composée de nanoparticules fixées sur des billes en latex. (B) représente le contréle isotypique
FITC. (C) représente le controle isotypique PE. (D) représente I’expression du marqueur CD9. (E)
représente 1’expression du marqueur CD63. (F) représente I’expression du marqueur CDS81. (G)
représente I’expression du marqueur CD82.
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Figure 14 : Western Blot représentant la présence de TSG101 (47 kDa) en A et d'/ALIX (96 kDa) en B.
La premiére bande représente le controle par des protéines provenant de CSM-GW. La deuxiéme bande
représente I'expression des protéines provenant des nanovésicules extracellulaires. MT : marqueur de
taille ; CSM : cellule souche mésenchymateuse ; NEVs-GW : nanovésicules extracellulaires de gelée de
Wharton.

Tous ces résultats combinés nous permettent de nous assurer de la réelle composition en nEV
de notre échantillon. Aprés caractérisation, ces vésicules extracellulaires de taille nanométrique
ont ensuite été mises en contact avec des CPEs cultivées dans six conditions différentes : en
présence d’EGM-2 supplémené avec 2% de SVF (milieu traditionnel de culture des CPEs), en
présence de milieu EGM-2 supplémenté avec 2% de SVF dépourvu de nEVs (noté EGM EF),
en présence d’un milieu composé a 50% d’EGM EF et a 50% de milieu conditionné issu de
CSMs de gelée de Wharton et en présence de milieu EGM EF supplémenté avec 108, 10° ou

10° nEVs/mL.

Evaluation de la cytotoxicité cellulaire

Tout d’abord, nous avons étudié la toxicité engendrée par les différentes conditions de culture
sur les CPEs. Pour cela, nous avons réalisé un dosage de la lactate déshydrogénase (LDH) dans
le surnageant de culture. Dans des conditions physiologiques, cette enzyme se trouve dans le
cytoplasme des cellules. En cas de mort cellulaire, cette LDH va s’échapper par les pores qui

vont se former dans la membrane plasmique et se retrouver alors dans le milieu extracellulaire.
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Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 15 et ne montre pas de toxicité hormis pour

les CPESs cultivées en présence de milieu composé d’EGM EF et de milieu conditionné.
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Figure 15 : Dosage de lactate déshydrogénase dans le milieu extracellulaire des CPEs cultivées dans six
conditions différentes en présence d’EGM-2 + 2%SVF, d’EGM-2 + 2%SVF sans nEVs (EGM EF), de
50% EGM EF/50% milieu conditionné de CSM-GW (noté EGM EF + MC), d’EGM EF additionné de
108/ 10% 10'° nEV/mL.

*: p <0,05 sont significatifs par rapport a EGM+triton (contréle positif) (ANOVA suivi d’Holm Sidak)
Les résultats sont exprimés en fold +/- SEM vs EGM+triton

Les expérimentations ont été réalisées sur 3 échantillons de cellules indépendants.

Evaluation de [’activité métabolique

Nous nous sommes ensuite intéressés a I’activité métabolique des cellules au cours du temps.
Nous avons effectué un test de MTT. Ce test met en évidence 1’activité des mitochondries

présentes dans la cellule. Les résultats ne montrent pas de différence entre les différentes

conditions étudiées (figure 16).
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Figure 16 : Evaluation de I’activité métabolique des CPEs a J1, J3, J7, cultivées dans six conditions
différentes en présence d’EGM-2 + 2%SVF, I’EGM-2 + 2%SVF sans nEVs (EGM EF), de 50% EGM
EF/50% milieu conditionné de CSM-GW (noté EGM EF + MC), d’EGM EF additionné de 108 10%
10 nEV/mL.

* 1 p < 0,05 sont significatifs par rapport 8 EGM (controle) (ANOVA suivi d’Holm Sidak)

Les résultats sont exprimés en fold +/- SEM vs EGM.

Les expérimentations ont été réalisées sur 3 échantillons de cellules indépendants.

Nous avons également étudi¢ I’expression de marqueurs spécifiques du phénotype endothélial.
Nous avons mis en évidence une diminution de 1’expression des marqueurs endothéliaux
PECAM-1, VE-cadherine, Tie2, VWF, et KDR pour les CPEs cultivées en présence d’un milieu
composé a 50% d’EGM-2 EF et a 50% de milieu conditionné de CSMs. Une augmentation de
I’expression de ces mémes marqueurs a été observée en présence des vésicules extracellulaires

de taille nanométrique notamment & la concentration de 10° et 101° nEV/mL (figure 17).
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Figure 17 : Etude de I’expression des transcrits codant pour PECAM-1, VE-cadhérine, Tie2, CD34,
KDR et VWF. Contréle : EGM-2 supplémenté avec 2% de SVF.
L’axe des ordonnées représente I’expression relative du transcrit par rapport a la quantité présente dans
le contrdle. Les données sont normalisées grace au géne de référence RP29 aprés stimulation avec les
différents milieux de culture : EGM-2 supplémenté avec 2% de SVF dépourvu de nanovésicules
extracellulaires (nEVs) (not¢ EGM EF), milieu composé a 50% d’EGM EF et a 50% de milieu
conditionné issu de CSMs de gelée de Wharton (noté EGM EF + MC), EGM EF additionné de 108/ 10%
10'° nEV/mL.
*: p < 0,05 sont significatifs par rapport a EGM (contréle) (ANOVA suivi d’Holm Sidak)
Les résultats sont exprimés en fold +/- SEM vs EGM.
Les expérimentations ont été réalisées sur 3 échantillons de cellules indépendants.

La présence au sein des cellules des protéines spécifiques du phénotype endothélial a été

étudiée. Les protéines PECAM-1, VE-cadhérine et VEGFR-2 ont toutes les trois éte retrouvées

au sein des cellules et ce de maniere équivalentes quelles que soit la condition (figure 18).
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Figure 18 : Etude de I’expression protéique : analyse des western-blots réalisés sur des protéines de
CPEs apreés stimulation avec les différents milieux de culture. EGM-2 supplémenté avec 2% de SVF,
EGM-2 supplémenté avec 2% de SVF dépourvu de nanovésicules extracellulaires (nEVs) (noté EGM
EF), milieu composé a 50% d’EGM EF et a 50% de milieu conditionné issu de CSMs de gelée de
Wharton (noté EGM EF + MC), EGM EF additionné de 108/ 10% 10%° nEV/mL. A. Image représentative
des films de western pour VEGFR-2, PECAM-1, VE-cadhérine, GAPDH, B : Analyse densitométrique
de I’expression des protéines rapportées a la protéine de référence GAPDH. L’axe des ordonnées
représente 1’expression relative de la protéine par rapport a la quantité présente dans la condition EGM.
Les résultats sont exprimés en fold +/- SEM vs EGM.

* 1 p < 0,05 sont significatifs par rapport 8 EGM (contréle) (ANOVA suivi d’Holm Sidak)

Les expérimentations ont été réalisées sur 3 échantillons de cellules indépendants.

Nous avons étudi¢ ’effet des différentes conditions de culture sur la fonctionnalité¢ des CPES
(figure 19). Pour cela, nous avons réalisé un test d’angiogenése in vitro qui permet de mettre
en évidence la capacité des cellules a former des structures pseudo-vasculaires lorsqu’elles sont
ensemencées sur une matrice extracellulaire. 8h aprés ensemencement sur la matrice, nous
avons pu mettre en évidence la présence de structure pseudo-vasculaires quelques soit la
condition de culture. Une analyse plus poussée des images obtenues a I’aide du logiciel ImageJ
a mis en evidence une augmentation du nombre de jonctions et de segments ainsi que de la
longueur de ces segments en présence de milieu dépourvu de nEVs (EGM EF). Une
augmentation significative du nombre de jonctions et de la longueur des segments est

également retrouvée en présence de nEVs et ce quelle que soit leur concentration.
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Figure 19 : Test d’angiogenése in vitro. A. photographies en contraste de phase des puits lors d’un test
d’angiogenése sur des cellules progénitrices endothéliales issues de sang de cordon cultivées pendant 8
heures dans 6 conditions différentes : EGM-2 +2%SVF (condition contréle), EGM-2 supplémenté avec
2% de SVF dépourvu de nanovésicules extracellulaires (nEVs) (noté EGM EF), milieu composé a 50%
d’EGM EF et a 50% de milieu conditionné issu de CSMs de gelée de Wharton (noté EGM EF + MC),
EGM EF additionné de 108/ 10% 10% nEV/mL.

B. analyse du nombre de jonctions et segments ainsi que la longueur des segments (Image J, Spiller et
al, Biomaterials, 2014).

Les résultats sont exprimés en fold +/- SEM vs EGM.

* 1 p < 0,05 sont significatifs par rapport 8 EGM (controle) (ANOVA suivi d’Holm Sidak)

Les expérimentations ont été réalisées sur 3 échantillons de cellules indépendants.
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Les résultats obtenus nous ont permis de mettre en évidence un effet bénéfique des nEVs sur
le phénotype et sur la fonctionnalité des CPEs. Ces résultats sont en corrélation avec les

résultats précédemment obtenus sur les HUVECs (Dostert et al. 2017b).
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Chapitre 4. Etude des effets in vitro de vésicules de taille nanométrique issues
d’agroressources sur les cellules progénitrices endothéliales et les cellules souches

meésenchymateuses.

Afin de diminuer la quantité de principes actifs utilisés, une approche envisagée est le recours
a I’encapsulation de ces principes actifs au sein de vésicules capables de les protéger. Un type
de vésicules de taille nanométrique est largement étudié, ce sont les nanoliposomes. Ces
nanoliposomes sont constitués de composants issus principalement d’agroressources. Ils sont
actuellement considérés comme des vecteurs sdrs et efficaces pour le transport de molécules
actives dans des systemes biologiques (Arab Tehrany et al. 2012).

Dans notre étude, nous nous sommes intéressés a 1’effet de nanoliposomes composés de
Iécithines de colza vides sur les CPEs issues de sang de cordon et sur les CSMs issues de la
gelée de Wharton du cordon ombilical.

Les nanoliposomes de lécithines de colza ont été réalisés en collaboration avec le Professeur

Elmina Arab-Tehrany et le Docteur Cyril Kahn (LIBio, Université de Lorraine).

Les CPEs ont été cultivées dans du milieu EGM-2 a 2% de SVF supplémenté avec différentes
concentrations de nanoliposomes (0, 5, 10, 20, 50, 100, 500 et 1000ug/mL). Les CSMs ont
quant a elles été cultivées dans du milieu a-MEM supplémenté avec des nanoliposomes aux
mémes concentrations. Nous avons tout d’abord évalué leur toxicité sur ces CPEs et sur les
CSMs en mettant en évidence la présence de lactate déshydrogénase (LDH) dans le milieu
extracellulaire, nous avons ensuite évalué 1’activité métabolique au cours du temps (J1, J3, J5
et J7). Ensuite nous avons étudié 1’effet de ces nanoliposomes sur la fonctionnalité et le

phénotype des CPEs en mettant en évidence la capacité des cellules a former des structures
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pseudovasculaires (test d’angiogenése in vitro) et a exprimer des marqueurs spécifiques du
phénotype endothélial (PCR et western blot).

La détection de la LDH extracellulaire a été réalisée apres 24h de culture cellulaire. Concernant
les CPEs, aucune toxicité n’a été détectée pour les nanoliposomes quelle que soit la
concentration (Figure 20). Pour les CSMs, nous avons pu mettre en évidence une baisse

significative de la toxicité en présence de nanoliposomes a la concentration de 500ug/mL.
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Figure 20 : Evaluation de la cytotoxicité induite par les nanoliposomes aprés 24h de culture des CPEs
(A) et des CSMs (B) en présence des nanoliposomes a une concentration allant de 5 a 1000ug/mL.
Contréle positif : concentration maximale en LDH

CPEs : les expérimentations ont été réalisées sur 2 échantillons différents

CSMs : les expérimentations ont été réalisées sur 3 échantillons différents.

* représente un différence statistiquement significative avec p<0,05 (ANOVA suivi d’Holm Sidak)

Apres un jour de culture, P’activit¢é métabolique des cellules traitées en présence de
nanoliposomes est comparable a celle des cellules non traitées. Apres trois jours de culture,
I’activité métabolique des cellules semble étre stable en présence de nanoliposomes utilisés a
des doses allant de 5 a 500 pg/mL, mais décroit a la dose de 1000ug/mL. A partir de J5, les

cellules semblent présenter une baisse de leur activité métabolique quelle que soit la
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concentration de nanoliposomes utilisée et cette baisse se poursuit jusqu’a J7. Cette cinétique
est également retrouvée pour le témoin. Néanmoins, a J7, les cellules cultivées en présence de
nanoliposomes a la dose de 5 a 100 pg/mL paraissent avoir une activité métabolique supérieure
a celle du témoin. L’activité métabolique des CSMs augmente au cours du temps quelle que
soit la condition de culture hormis pour les concentrations en nanoliposomes les plus élevées

(100 ; 500 et 1000 pg/mL) ou une baisse significative est remarquée (Figure 21).
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Figure 21: Activité métabolique des cellules progénitrices endothéliales (A) et cellules souches
mésenchymateuses (B) apreés 7 jours de culture en présence de nanoliposomes a différentes
concentrations

CPEs : les expérimentations ont été réalisées sur 2 échantillons différents.

CSMs : les expérimentations ont été réalisées sur 3 échantillons différents.

Les résultats sont normalisés par rapport a la quantité d’ADN (évalué par la méthode de Hoeschst) et
exprimés en fonction du contrdle J1 (EGM-2 2% pour les CPEs ; aMEM pour les CSMs)

* représente un différence statistiquement significative avec p<0,05 (two way ANOVA vs aMEM).
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L’étude de la capacité des cellules a former des structures pseudo-vasculaires in vitro a permis
de mettre en évidence la présence de ces structures quelque soit la concentration en
nanoliposomes. Les différents paramétres étudiés (nombre de segments, nombre de jonctions

et longueur des segments) semblent étre similaires quelque soit la condition de culture (figure
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Figure 22 : Test d’angiogenése in vitro. A. Photographies en contraste de phase des puits lors d’un test
d’angiogenése sur des cellules progénitrices endothéliales issues de sang de cordon cultivées pendant 8
heures dans 8 conditions différentes : EGM-2 2% (condition controle), EGM-2 2% additionné de
5/10/50/100/500/1000 pg/mL de nanoliposomes de lécithines de colza.

B. Comparaison du nombre et de la longueur des segments et du nombre de jonctions

Les résultats sont exprimés en fonction de la condition contréle (EGM-2 2%) +/- SEM.

Les manipulations ont été réalisées sur deux échantillons de cellules indépendants.
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Enfin, I’¢tude de I’expression génique et protéique a permis de mettre en évidence une
diminution de I’expression des marqueurs PECAM-1, VE-cadhérine et KDR en présence des
nanoliposomes aux concentrations les plus élevées (500 et 1000pg/mL). L’expression des
transcrits codant pour VWF, Tie2 et CD34 ne semble pas modifiée en présence des

nanoliposomes (figure 23).
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Figure 23 : Etude de I’expression génique (A) et protéique (B) des cellules progénitrices endothéliales
cultivées en présence de nanoliposomes a différentes concentrations.
Les résultats sont exprimés en fonction de la condition contréle (EGM-2 2%) +/- SEM.

Les manipulations ont été réalisées sur deux échantillons de cellules indépendants.
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Les résultats obtenus semblent montrer un impact néfaste des nanoliposomes utilisés aux plus
hautes concentrations (500 et 1000ug/mL), et une innocuité de ces nanoliposomes aux

concentrations plus faibles.
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IV. CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Les pertes osseuses de grandes étendues représentent des enjeux thérapeutiques
(traumatologie, accidentologie, médecine de guerre) et économiques majeurs. Elles sont
responsables de plus de cent millions de procédures chirurgicales chaque année a travers le
monde (Maisani et al. 2017). Actuellement, le traitement idéal n’existe pas en raison de la
difficulté a récréer un réseau vasculaire fonctionnel au sein du nouvel os. Afin de pallier ce
probléme, de nombreuses stratégies, issues de I’ingénierie tissulaire, portent sur I’élaboration
in vitro de substituts osseux prévasularisés qui seront connectés au systéme vasculaire de 1’hote
apres implantation (Unger et al. 2010; Buschmann et al. 2011; Ghanaati et al. 2011; Yousefi et
al. 2016).

Les points cruciaux sont le choix du type cellulaire, de la matrice et des stimulus
environnementaux (biochimiques et/ou mécaniques) adéquats. Afin d’obtenir un substitut
osseux vascularisé, une coculture de cellules souches mésenchymateuses (CSMs) (ayant la
capacité de se différencier en OBs) et de cellules progeénitrices endothéliales (CPEs) (ayant des
capacités angiogéniques) pourrait €tre réalisée au sein d’une matrice tridimensionnelle,
exposée a des stimulus environnementaux. Ces systéemes de co-culture permettent de recréer
un environnement le plus proche possible de celui rencontré in vivo, en mimant les processus
physiologiques de la régénération osseuse et de ’angiogené¢se (Dohle et al. 2010; Laranjeira et
al. 2012), répondant ainsi au besoin de vascularisation immédiate. Cependant, 1’association
CPEs/CSMs augmente 1’ostéogenése mais pas 1’angiogenése par rapport aux monocultures
respectives (Sun et al. 2016a). Il pourrait donc étre intéressant d’identifier un stimulus capable

d’agir a la fois sur I’angiogenése et 1’0stéogenése.
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Dans le cadre de ces travaux de thése, nous nous sommes intéressés a 1’identification de
I’association cellules-stimulus idéale permettant de combler ces défauts osseux.

Nous avons tout d’abord évalué I’impact d’un stimulus naturel dont les effets sur 1’ostéogencse
ont déja été demontres : la nacre, et plus particulierement, un extrait de nacre : les principes
actifs solubles dans 1’éthanol (appelés Ethanol soluble matrix, ESM). L’ESM a démontré dans
des travaux précédents sa capacité a restaurer la minéralisation de la matrice extracellulaire
d’ostéoblastes matures humains issus de patients arthrosiques (Brion et al. 2015). Cependant,
leur action sur la différenciation de cellules immatures (CSMs) vers un phénotype osseux ainsi
que leur effet sur I’angiogenese n’ont, a ce jour, jamais été étudiés.

Nous avons suivi la différenciation angiogénique des CPEs provenant du sang de cordon, et la
différenciation ostéogénique des CSMs provenant de la moelle osseuse et cultivées sous forme
de sphere tridimensionnelle, en présence d’ESM.

Nous avons voulu évaluer in vitro le role stimulateur de I’ESM sur 1’angiogenése en utilisant
deux types de cellules de la lignée endothéliale (cellules endothéliales matures de la veine
ombilicale humaine, HUVECs human umbilical vein endothelial cells, et CPEs, issues de sang
de cordon). Concernant les cellules matures, nous avons obtenu des résultats en présence
d’ESM quasiment comparables a ceux obtenus avec utilisation d’un cocktail de facteurs de
croissance. Puis, nous nous sommes intéressés a 1’effet de ’ESM sur les CPEs, cellules
capables de recréer un réseau vasculaire a partir d’un réseau pré-existant. Les résultats obtenus
ont permis de mettre en évidence 1’effet pro-angiogénique de ’ESM notamment a la
concentration de 200ug/mL au travers d’une augmentation de 1’expression de génes
spécifiques des cellules endothéliales (CEs) et de la fonctionnalité de ces cellules (capacité a
former des structures pseudo-vasculaires). Cet effet de I’ESM sur les capacités angiogéniques
des CPEs pourrait résulter d’une action additive ou synergique avec les facteurs de croissance

présents dans le milieu de référence (EGM-2). Nous avons ainsi pu démontrer un effet positif
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de cet extrait sur la fonctionnalité et I’expression génique des deux types cellulaires notamment
a la concentration de 200pug/mL d’ESM. Cette efficacité de la concentration 200pg/mL d’ESM
avait precédemment été mise en évidence dans la stimulation de la capacité ostéogénique
d’ostéoblastes arthrosiques (Brion et al. 2015).

Nos résultats sont encourageants et démontrent 1’effet bénéfique de ’ESM sur I’angiogeneése.
Un autre extrait de nacre (WSM) avait précédemment montré in vivo dans un modele porcin
de brulure au second degré sa capacité a augmenter 1’expression du facteur VIII (facteur

exprimé par les CEs) (Lee et al. 2012).

Nous avons ensuite observé 1’effet de ’ESM sur la différenciation ostéogénique des CSMs.
Les CSMs, cultivées sous forme de sphére tridimensionnelle et en présence d’ESM a
100pug/mL, ont montré une expression combinée de marqueurs spécifiques de chondrocytes et
de chondrocytes hyperthrophiques, étape précédant la différenciation ostéoblastique dans
’ossification endochondrale. Ces données suggérent une différenciation des CSMs via le
phénoméne d’ossification endochondrale. Cependant ces résultats restent a confirmer par
I’étude de la matrice extracellulaire secrétée par les CSMs. L’ESM utilisée a la concentration
de 200pg/mL ne semble pas stimuler 1’expression des génes de chondrocytes ou de
chondrocytes hypertrophiques, cela pourrait étre dii @ une compétition entre ’ESM utilisée a
cette concentration et la dexamethasone.

L’ESM peut ainsi intervenir a la fois sur I’angiogenése et sur I’ostéogenése et constitue un
stimulus potentiel pour le développement d’un substitut osseux prévascularisé. Il aurait été
intéressant de tester les bénéfices engendrés par 1’utilisation de I’ESM dans un systéme de co-
culture CPEs/CSMs. En effet, ces systemes de co-culture permettent de recréer un
environnement le plus proche possible de celui rencontré in vivo, en mimant les processus

physiologiques de la régénération osseuse et de 1’angiogenese. Cependant, les CSMs bien que
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classiqguement utilisées en médecine régénérative présentent des inconvenients et de
nombreuses études ont montré que leur potentiel de régénération était principalement médié
par leurs produits de secrétion, c’est ce qui a favorisé ’apparition de la thérapie dite « cell-free
», et permet de s’affranchir totalement de la composante cellulaire (Ratajczak et al. 2012;
Vizoso et al. 2017). Cette thérapie utilise soit le milieu conditionné (milieu de culture contenant
les produits de secrétion des cellules (facteurs solubles et vésicules extracellulaires (VECS))
soit uniquement les VECs. Parmi les VECs, une fraction spécifique a été étudiée de maniére
plus approfondie : les vésicules extracellulaires de taille nanométrique (nEVs). Ces nEVs
transportent des protéines, des acides ribonucléiques (ARN) et désoxyribonucléiques (ADN)
qui vont interagir avec les cellules environnantes et ainsi engendrer une modification du
comportement de la cellule. Dans le cadre de nos travaux, nous avons utilisé trois types de
cellules : HUVECs, CPEs et CSMs. Les cellules utilisées avaient la méme origine tissulaire :
le cordon ombilical, veine endothéliale pour les HUVECSs, sang de cordon pour les CPEs et
gelée de Wharton pour les CSMs.

Nous avons étudié I’effet de nEVs issues de CSMs sur les capacités angiogéniques des cellules
de la lignée endothéliale (cellules endothéliales matures et cellules progénitrices endothéliales).
Dans le cas des cellules matures, nous avons mis en ¢vidence I’interaction existant entre les
nEVs et les HUVECs et une stimulation de la fonctionnalité de ces CEs matures. Cette
interaction est représentée par une internalisation des nEVs issues des CSMs et marquées au
PKH67 au niveau du cytoplasme des HUVECs. La capacité des HUVECs a former des
structures vasculaires, représentative de leur fonctionnalité, a été stimulée a partir d’une
concentration de 10° nEVs/mL. De la méme fagon, nous avons pu mettre en évidence une
meilleure capacité des CPEs a former des néo-vaisseaux ainsi qu’une expression plus
importante des marqueurs endothéliaux en présence de nEVs a partir d’une concentration de

10° nEVs/mL.
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Ces nEVs issues des CSMs semblent présenter un double réle en pouvant a la fois maintenir le
phénotype fonctionnel de cellules matures (HUVECS) et participer a la différenciation de
progéniteurs (CPEs). Leur utilisation pourrait permettre de s’affranchir de 1’utilisation de
facteurs de croissance onéreux et exogeénes lors de la différenciation. Leur association a ’ESM

au sein d’un hydrogel pourrait avoir un effet synergique et accélérateur sur I’angiogeneése.

Enfin, en collaboration avec I’équipe E.A. 4367-UL du LIBio (Pr Arab-Tehrany et Dr Kahn)
nous avons également exploré ’effet de nanoparticules synthétiques a base de lécithines de
colza. L’objectif était de développer des structures capables de véhiculer ’ESM et donc
favoriser son utilisation en médecine régénérative. Ces nanoparticules permettent de protéger
efficacement les constituants sensibles comme les facteurs de croissance ou les ARNS,
augmentant ainsi leur temps de présence au sein d’un systéme biologique ou de biomatériaux
(Arab Tehrany et al. 2012). Cela pourrait également permettre de diminuer la quantité de
principes actifs et donc d’ESM utilisée. Une encapsulation efficace pourrait également
permettre de mieux cibler ’ESM vers le site d’implantation et donc notamment au niveau du
défaut osseux. Les nanoparticules que nous avons utilisées ont été synthétisees a partir de
Iécithine de colza. Elles sont biocompatibles et déja utilisées en cosmétique, en gaénique ainsi
qu’en agroalimentaire. Leur composition spécifique en acide gras va jouer un role dans le
métabolisme cellulaire. D’autres agro-ressources peuvent également étre utilisées pour
I’obtention de 1écithine comme par exemple le saumon ou le soja (Arab Tehrany et al. 2012).
La composition en acide eicosapentanénoique (EPA) et d’acide docosahexaénoique (DHA) de
cette lécithine va jouer un réle bénéfique en cardiovasculaire (Nelson et al. 2017). La mise en
contact de ces nanoliposomes formés de lécithines de colza avec des CPEs et des CSMs a

montré leur parfaite innocuité lorsqu’ils sont utilisés a des concentrations inférieures a
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500ug/mL. Ces résultats ouvrent la voie a des essais d’encapsulation d’ESM au sein de ces
nanoliposomes de lécithines de colza et ainsi permettre un meilleur ciblage in vivo.

Durant nos travaux de these, nous avons cherché a optimiser I’association cellules-stimulus qui
permettrait la création d’un systéme vasculaire fonctionnel au sein d’un substitut osseux. Nous
avons montré I’effet stimulateur de ’ESM et notamment utilisée a la dose de 200ug/mL sur
les capacités angiogeniques des cellules de la lignée endothéliale et notamment les CPEs mais
¢galement sur 1’induction des CSMs vers une voie d’ossification endochondrale. Nous avons
mis en évidence que les nEVs issues de CSM d’origine ombilicale pouvaient également
stimuler cette capacité angiogénique. Enfin, nous avons constaté 1’inocuité des nanoliposomes

issues de la lécithine de colza vis-a-vis des deux types cellulaires étudies

Ces travaux pourraient étre 1’étape préliminaire au développement d’une matrice ensemencée
avec des CPEs issues du sang de cordon, enrichie avec des nEVs issue de CSMs de la gelée de
Wharton et vectorisée par des nanoliposomes enrichis en ESM, permettant la création d’un

substitut osseux prévascularisé.
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Résumé

En cas de pertes de substances osseuses de grande étendue, la capacité naturelle de réparation du tissu
osseux n’est pas suffisante et nécessite d’étre assistée. La greffe d’os autologue constitue actuellement la
référence. Cependant, cette thérapeutique présente tout de méme des inconvénients qui ont entrainé le
développement de substituts osseux. Mais, aucun matériau a ce jour ne peut remplacer totalement 1’os autologue,
en raison notamment de la difficulté a recréer un systéme vasculaire fonctionnel au niveau du site 1ésé. Depuis
quelques années, les espoirs se tournent vers la création d’un substitut osseux prévascularisé afin de pallier la
principale limite des alternatives actuelles : 1’établissement d’un réseau vasculaire au sein de ce biomatériau.

Notre projet vise a évaluer ’effet stimulateur d’un composé naturel, les principes actifs de la nacre
solubles dans I’éthanol (appelé Ethanol Soluble Matrix, ESM), a la fois sur les capacités angiogéniques de cellules
de la lignée endothéliale et sur la différenciation ostéogénique de cellules souches mésenchymateuses (CSM) avec
comme objectif le développement d’un substitut osseux prévascularisé.

Dans un premier temps, nous avons montré que I’ESM stimulait les capacités angiogéniques des cellules
de la lignée endothéliale : cellules endothéliales matures (HUVECS, cellules endothéliales issues de la veine
ombilicale humaine) et cellules progénitrices endothéliales (CPESs) issues de sang de cordon. L'ESM, utilisé a la
concentration de 200ug/mL, a permis de dépasser les résultats obtenus (expression génique et test fonctionnel)
avec le milieu de culture de référence des CPEs : ’EGM-2 (Endothelial Growth Medium). Nous avons ensuite
mis en évidence que I’ESM exergait un effet stimulateur ¢galement sur les CSMs en augmentant 1’expression de
marqueurs spécifiques des chondrocytes et des chondrocytes hypertrophiques, suggérant une orientation de ces
cellules vers une ossification endochondrale. En paralléle de ces travaux, nous avons étudié¢ 1’effet paracrine des
CSMs sur les cellules de la lignée endothéliale, HUVECs et CPEs. Les vésicules extracellulaires de taille
nanométrique (NEVs) ont montré leur capacité a induire une stimulation in vitro de la formation de réseaux
vasculaires et de I’expression de génes endothéliaux.

Ces résultats encourageants soulignent la faisabilité de ’utilisation de I’ESM en tant que stimulus a la
fois de I’angiogenése des CPEs et de ’ostéogenése des CSMs. Ce stimulus pourrait étre associé aux nEVs issues
de CSMs et aux CPEs au sein d’une matrice tridimensionnelle pour développer un substitut osseux prévasculariseé.

Mots clés : ingénierie tissulaire osseuse, cellules endothéliales de la veine ombilicale humaine, cellules
progénitrices endothéliales, cellules souches mésenchymateuses, principes actifs issus de la nacre solubles dans
1’éthanol

Abstract:

In case of critical-sized defects, the bone tissue ability of natural healing is not sufficient and needs to be
assisted. The autologous bone graft is currently the gold standard. However, this solution has drawbacks that have
led to the development of bone substitutes. Nowadays, no substitute is able to supply autogenous bone, due to the
difficulties to mimic the vascular system. In recent years, the hopes are focusing on the creation of a
prevascularized bone substitute to overcome the main limitation of current alternatives: the creation of a functional
vascular network inside the substitute.

Our project aims to evaluate the stimulating effect of a natural compound, the nacre extracts called
Ethanol Soluble Matrix (ESM), both on the angiogenic abilities of endothelial cell lineage and on the osteogenic
differentiation of mesenchymal stem cells (MSCs) to develop a pre-vascularized bone substitute.

First, we showed that ESM stimulates the angiogenic potential of two types of endothelial cells: mature
endothelial cells (HUVECs, human umbilical vein endothelial cells) and endothelial progenitor cells (EPCs) from
cord blood. The ESM, used at the concentration of 200ug/mL, exceeded results obtained with the reference culture
medium of EPCs: the EGM-2 (Endothelial Growth Medium). Then, we demonstrated that ESM also exerted a
stimulating effect on MSC by increasing the expression of chondrocyte and hypertrophic chondrocyte specific
markers, suggesting an orientation of these cells towards endochondral ossification. In line with this work, we
studied the paracrine effect of MSCs on endothelial cell lineage, HUVECs and EPCs. Nanoscale extracellular
vesicles (nNEVs) have been shown to induce an in vitro stimulation of the vascular network formation and of the
endothelial gene expression.

These encouraging results highlight the feasibility of using ESM as a stimulus for both angiogenesis of
EPCs and osteogenesis of MSCs. This stimulus could be associated with MSC-derived nEVs and EPCs within a
three-dimensional matrix to develop a pre-vascularized bone substitute.

Key words: bone tissue engineering, human umbilical vein endothelial cells, endothelial progenitor cells,
mesenchymal stem cells, nacre active compounds soluble in ethanol
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