Université de Montréal

Le 17B-Estradiol combiné a un biopolymere a base de
chitosan accroit la biocompatibilité des cellules

progénitrices dérivées de la moelle osseuse.

Par

Kim Tardif

Département de sciences biomédicales

Faculté de médecine

Mémoire présenté a la Faculté des études supérieures
en vue de I’obtention du grade de Maitre es science (M.sc)
en Sciences Biomédicales

option générale

Juillet, 2009

© Kim Tardif, 2009



Université de Montréal

Faculté des études supérieures

Ce mémoire intitulé :

Le 17B-Estradiol combiné a un biopolymere a base de
chitosan accroit la biocompatibilité des cellules

progénitrices dérivées de la moelle osseuse.

Présenté par :

Kim Tardif

a été évalué par un jury composé des personnes suivantes :

Dr. Yahye Merhi, président-rapporteur
Dr. Jean-Frangois Tanguay, directeur de recherche

Dre. Mariam Tabrizam, membre externe



11

Résumé

Les cellules dérivées de la moelle osseuse, principalement les cellules endothéliales
progénitrices, sont réduites chez les patients souffrant de maladies cardiovasculaires. Leur
mobilisation et leur incorporation aux sites de lésion vasculaire sont des éveénements
prépondérants dans 1’accélération des processus de réendothélialisation. Dans un mode¢le
murin, le 17B-estradiol favorise les processus de guérison vasculaire par la mobilisation et
le recrutement des cellules endothéliales progénitrices dérivées de la moelle osseuse. Il
existe présentement plusieurs stratégies afin d’augmenter la mobilisation des cellules
progénitrices ainsi que leur incorporation a la paroi vasculaire. Cependant, peu d’études
privilégient la livraison locale d’un nombre élevé de cellules progénitrices fonctionnelles
par un véhicule biodégradable et leur maintien au site de lésion afin de favoriser la
réendothélialisation ciblée. Un polymere d’intérét pour cette application s’avere étre le
chitosan. Ce biopolymére non toxique et biodégradable est couramment utilisé dans
I’ingénierie tissulaire et, depuis peu, est utilis¢ dans la guérison vasculaire. Le chitosan
complexé a la phosphorylcholine voit sa solubilité s’accroitre dans les solutions aqueuses

ainsi que sa biocompatibilité cellulaire en condition physiologique.

Le projet de ce mémoire visait donc : 1) a étudier in vitro, la capacité d’un polymere
de chitosan complex¢ a la phosphorylcholine a influencer 1’adhésion, la survie, la
différenciation et la fonctionnalité cellulaire dans un modele murin de culture mixte de
cellules dérivées de la moelle osseuse et 2) de déterminer I’impact de la présence du 17f3-

estradiol sur ces mémes comportements cellulaires.

Nos travaux démontrent que la matrice de chitosan-phosphorylcholine s’avere
compatible avec notre modele de culture cellulaire. En effet, ce polymére est capable de
promouvoir 1’organisation et le développement des cellules dérivées de la moelle osseuse
de fagon comparable a la matrice normalement utilisée dans la croissance in vitro des

cellules endothéliales progénitrices, la fibronectine. De plus, ce polymere n’a nullement
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compromis 1’activité migratoire des cellules, laissant supposer qu’il pourrait éventuellement

étre un véhicule approprié pour effectuer une livraison cellulaire a un site de 1ésion.

Il s’aveére que le 17B-estradiol, lorsqu’ajouté au milieu de culture ou complexé au
polymere de chitosan phosphorylcholine, est capable de moduler le comportement
cellulaire, et ce, de fagon différente. Le 17B-estradiol complexé au polymére de chitosan-
phosphorylcholine démontre, par rapport a sa forme soluble, une plus grande aptitude a
accroitre le nombre de cellules hématopoiétiques ainsi que des cellules endothéliales
progénitrices dérivées de la moelle osseuse in vitro. De plus, le 17B-estradiol complexé au
polymére de chitosan-phosphorylcholine permet une amplification marquée des cellules
endothéliales progénitrices et leur offre un support adéquat afin de favoriser la guérison

vasculaire.

L’ensemble de nos travaux suggére que le polymere de chitosan complexé a la
phosphorylcholine en présence ou non de 17B-estradiol est une matrice compatible avec les
cellules progénitrices dérivées de la moelle osseuse in vitro. Le 17B-estradiol complexé au
polymeére est toutefois plus efficace que sa forme soluble & promouvoir 1I’amplification du
nombre de cellules progénitrices. Ce polymere représente un outil thérapeutique attrayant et
une matrice de livraison d’agent bioactif prometteuse pour le recrutement cellulaire dans

I’accélération de la guérison vasculaire.

Mots-clés: estradiol, chitosan-phosphorylcholine, cellules endothéliales progénitrices,

biocompatibilité, guérison vasculaire



Abstract

Bone marrow derived cells, including endothelial progenitor cells, are reduced in
numbers in patient with cardiovascular disease or risk factors. Mobilization and
incorporation of these cells at the vascular lesion site are important events in the
reendothelialization process. 17B-estradiol was shown in a mouse model of injury, to
favour this healing process through mechanisms which involve the mobilization and
incorporation of endothelial progenitor cells derived from the bone marrow. At the
moment, there are many strategies to increase endothelial progenitor cells mobilization as
well as recruitment into the vascular wall. However, few studies favour local delivery of a
large number of functional progenitor cells on a biodegradable scaffold and to maintain
them at the lesion site in order to promote reendothelialization. An interesting biopolymer
for this application is chitosan. This non toxic and biodegradable biopolymer is commonly
used in tissue engineering and was recently used in vascular healing. Phosphorylcholine
modified chitosan can increase the water solubility and cell biocompatibility of the

biopolymer in physiological condition.

This master project was thus designed to :1) evaluate, in vitro, the capacity of
phosphorylcholine modified chitosan to influence cell adhesion, survival, differentiation
and functionality in a mouse model of bone marrow mixed culture and 2) determine the

impact of 17f3-estradiol on these cell behaviours.

Our results suggest an adequate biocompatibility of phosphorylcholine modified
chitosan with our cell culture system. Indeed, this polymer was able to promote cell
organization and development of bone marrow derived cells in the same way that
fibronectin, the most commonly matrix used in the progenitor cells in vitro culture.

Moreover, cell migratory activity was not compromised by the chitosan polymer.

It appears that 17B-estradiol, when added to cell culture media or attached on

phosphorylcholine modified chitosan is able to modulate differently cell behaviour. Our
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data suggest that 17B-estradiol coupled to the chitosan polymer was superior to increase the
number of haematopoietic and endothelial progenitor cells derived from bone marrow in
vitro compared to the soluble form. 17B-estradiol coupled to the polymer of
phosphorylcholine modified chitosan allowed an increased amplification of progenitor cell

number and provided adequate scaffold to favour vascular healing.

We propose that phosphorylcholine modified chitosan in presence or not of 17f3-
estradiol is a compatible matrix with bone marrow derived progenitor cells in vitro. 17p-
estradiol enhances the amplification of progenitor cell in vitro when associated to the
polymer compared to its soluble form. This biopolymer may be an attractive matrix and a
promising vehicle in a drug delivery therapeutic system for progenitor cells recruitment and

to promote vascular healing.

Keywords: estradiol, chitosan-phosphorylcholine, endothelial progenitor cells,

biocompatibility, vascular wound healing.
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«vasa-vasorumy. (Adaptée de www.hearthealthinternational.org) '

Figure 2. Evolution de la plaque d’athérosclérose. La formation de la plaque
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de la plaque menant a la formation d’un thrombus. (Adaptée de Rea P. (2008) American

Scientist.) *

Figure 3. Synthése de I’estrogéne. Le cholestérol, précurseur des hormones stéroidiennes,
est utilis¢ dans la synthése d’estrogéne aprés sa liaison aux lipoprotéines. La synthese
d’estrogene fait intervenir I’androstenedione, 1’estrone et la testostérone. L’aromatisation
est 'ultime étape de la formation d’estrogéne a partir de ces précurseurs. (Adaptée de

Czubryt, MP. (2006) Can J Physiol Pharmacol.) *°

Figure 4. Structure des récepteurs aux estrogenes. REa et REP partagent une structure

moléculaire similaire composée de plusieurs domaines fonctionnels (A-F). Le domaine A/B
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contient la région d’activation transcriptionnelle AF-1 indépendante du ligand, le domaine
de liaison a I’ADN (C/D) et le domaine de liaison au ligand (E/F) qui comprend aussi la
région d’activation transcriptionnelle AF-2 dépendante du ligand. (Adaptée de Gennari, L.

(2005) Am J Epidemiol.) >’

Figure 5. Localisation et structure des niches de cellules souches de 1a moelle osseuse.
La MO se compose de deux niches: la niche ostéoblastique et la niche vasculaire. La niche
ostéoblastique se situe sous le périoste et fournit un microenvironnement favorisant la
quiescence des CSH. Les cellules souches sont ancrées aux cellules stromales
environnantes. La niche vasculaire est composée des CE sinusoidales et se retrouve dans la
portion centrale des os. Elle facilite la migration transendothéliale des CSH lors de la

mobilisation et du recrutement. (Adaptée de Yin, T. (2006). J Clin Invest) o4

Figure 6. Mécanisme du recrutement des cellules progénitrices en circulation vers la
moelle osseuse. (A) Les CEP sont d’abord ralenties par les sélectines exprimées
constitutivement par les CE. (B) L’adhésion ferme et la transmigration sont des processus
faisant intervenir 1’axe SDF-1/CXCR4 mais aussi I’interaction VLA-4/VCAM. (C) Les
CEP entrent dans la moelle osseuse et progressent de la niche vasculaire a la niche
ostéoblastique. (D) Les cellules stromales expriment constitutivement du SDF-1 qui
détermine un gradient qui attire et maintient les CEP dans la MO. (Adaptée de Peled, A.
(2000) Blood) '

Figure 7. Mobilisation et recrutement des cellules dérivées de la moelle osseuse. (A) La
mobilisation des cellules de la MO vers la circulation sanguine est induite par divers
effecteurs. (B) Les CEP circulantes seront par la suite recrutées au site de 1ésion en réponse

aux facteurs sécrétés par les tissus 1€sés ou ischémiques ou (C) elles participeront a la
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régénération de I’endothélium et a la formation de néovaisseaux. (Adaptée de Sata, M.

(2004) J Mol Cell Cardiol et Hristov, M (2003) Arterioscler Thromb Vasc Biol ) ' 1%

Figure 8. Processus d’endothélialisation d’une surface synthétique. Plusieurs processus
biologiques favorisant 1’endothélialisation sont impliqués, incluant (1) 1’induction de la
mobilisation des CEP de la moelle osseuse, (2) le recrutement spécifique des CEP a la
surface vasculaire synthétique, (3) I’adhésion cellulaire ferme induite par des motifs
d’adhésion spécifique a la surface synthétique (concentration spatiale prédéterminée) et (4)
la différenciation cellulaire dirigée suivant 1’adhésion pour former un endothélium mature
et complétement fonctionnel capable d’autorenouvellement. (Adaptée de de Mel (2008).

Biomacromolecules) '**

Figure 9. Observation des CDMO en culture sur une matrice de CH. Les cellules sont
d’abord ensemencées sur la fibronectine durant une semaine puis sont transférées sur un
film de CH (0,5%) de 1,5 mm d’épaisseur. Les CDMO sont observées au jour 1 (A), au
jour 2 (B) et au jour 7 (C). Un changement morphologique, une désorganisation des

colonies et une réduction rapide du nombre de cellules sont observés.

Figure 10. Expression du RE-a ainsi que de I’actine. Les CDMO sont ensemencées sur
le biopolymere de CH-PC-E2 ainsi que sur le CH-PC en présence d’E2 soluble.
L’expression du RE-a ainsi que de I’actine sont quantifiés par immunobuvardage de type
western. La modulation de I’expression de 1’actine, la protéine de référence, est observée

apres une semaine de traitement avec différentes concentrations d’E2.

Figure 11 : Réaction de désacétylation du polymere de CH.

Figure 12: Structure des polyméres a base de chitosan-phosphorylcholine. A)

Structure du polymere de CH-PC, B) strucutre du polymere de CH-PC-E2
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« La plus belle chose gque nous
puissions eprouver, cest le
mystere des chioses. »

Albert Einstein
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1.0 Introduction



1.1 L’athérosclérose

L’histoire de 1’athérosclérose est fort complexe tout comme sa pathologie. Au cours
du 20° siécle, il a été possible d’identifier la présence de plaques d’athérosclérose sur des
momies égyptiennes datant de I’époque pharaonique. Cette pathologie des artéres de gros et
de moyens calibres a donc toujours fait partie de notre histoire. Cependant, tous ne se sont
pas toujours entendus sur la définition de I’athérosclérose. En effet au 19° siécle, il régna un
désaccord entre Rudolf Virchow, un pathologiste allemand qui voyait en 1’athérosclérose
une maladie proliférative et le pathologiste Carl Rokitansky qui croyait plutét que
I’athérome provenait de la résorption d’un thrombus. Le terme athérosclérose fit son
apparition au début du 20° siécle pour désigner cette pathologie. Il trouve ses racines dans
les termes grecs athere et Skleros qui signifient bouillie durcie. Au cours du siecle dernier,
il a ét¢ démontré que cette maladie est reliée a un débalancement entre les réactions anti- et

pro-inflammatoires chroniques générées suite a un dommage de I’endothélium vasculaire.

1.1.1 Définition de la pathologie

L’athérosclérose se caractérise traditionnellement par la présence d’un dépdt
lipidique dans la couche sous-endothéliale de la paroi vasculaire. De nos jours, il est
généralement accepté que cette pathologie s’aveére beaucoup plus complexe. En effet,
I’athérosclérose est initiée par la dysfonction endothéliale, mais c’est I’accumulation de
lipides et I’établissement d’une réaction inflammatoire chronique qui menent a la formation
d’une plaque qui épaissit progressivement la paroi et réduit la lumiére vasculaire. Les
plaques d’athérosclérose se développent préférentiellement dans certaines parties de I’arbre
vasculaire, principalement ou il y a des ramifications comme dans la crosse aortique et les
carotides. Cette particularit¢ morphologique induit la perturbation du flot sanguin et

désorganise les forces de cisaillement s’exercant sur les parois des vaisseaux ce qui active



et augmente la perméabilité de I’endothélium. Les plaques d’athérosclérose sont aussi
retrouvées au niveau des membres inférieurs et au niveau cérébral. Les complications liées
a I’athérosclérose sont nombreuses, comme par exemple, I’angine de poitrine et I’ischémie
cérébrale transitoire qui sont attribuables a la réduction de la lumiere vasculaire. De plus, la
rupture de la plaque occasionne la formation d’un caillot sanguin pouvant entrainer un
infarctus du myocarde ou un accident vasculaire cérébral selon 1I’emplacement du vaisseau

obstrué.

1.1.2 Facteurs de risque des maladies cardiovasculaires

L’athérosclérose est une maladie progressive responsable de la plupart des maladies
cardiovasculaires. Elle se développe généralement avec 1’age, mais peut étre exacerbée par
la sédentarité¢ et le tabagisme ou par la présence de maladies non contrélées comme
I’hypertension et le diabéte. Ces dernieres sont considérées comme des facteurs de risque
pouvant provoquer des atteintes d’ordre chimique ou mécanique a 1’endothélium.
Cependant, il est possible de réduire I’incidence de maladies cardiovasculaires par le
changement de ses habitudes de vie ainsi que par le contrdle adéquat de certaines

pathologies comme le diabéte ou I’hypertension.

1.1.2.1 Age et sexe

L’incidence de maladies cardiovasculaires est corrélée avec le vieillissement autant
chez les hommes que chez les femmes. En effet, les cellules endothéliales (CE) sénescentes
démontrent un taux décroissant d’oxyde nitrique synthétase (NOS pour nitric oxide
synthase), I’enzyme qui assure la production d’oxyde nitrique (NO pour nitric oxide). Le
NO permet le maintien d’un endothélium fonctionnel moins susceptible aux agressions. Il
assure une surface anti-thrombogénique et empéche la prolifération des cellules

musculaires lisses (CML) participant au développement des plaques d’athérosclérose. *



Les femmes pré-ménopausées démontrent un taux de maladies cardiovasculaires
beaucoup plus bas que chez les hommes de méme age. Cependant, ce taux s’accroit
rapidement avec la ménopause et devient analogue a celui des hommes. L’estrogéne
présent chez les femmes pré-ménopausées jouerait un role prépondérant dans cet effet
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cardioprotecteur. (révisé dans ° )

1.1.2.2 Hyperlipidémie

Des études ¢épidémiologiques ont démontré une corrélation positive entre la
concentration de cholestérol total et le taux de mortalit¢ par maladie cardiovasculaire.
L’hypercholestérolémie contribue a I’accumulation de lipides dans la paroi vasculaire et a
la formation de cellules spumeuses participant a la formation et a la progression de la

plaque d’athérosclérose. °

1.1.2.3 Sédentarité, obésité et diabéte

L’inactivité physique est associée a 1’augmentation du stress oxydatif, de la
dysfonction endothéliale ainsi qu’au développement de 1’athérosclérose. ' L’exercice
physique permet I’amélioration des fonctions de I’endothélium, de la pression sanguine, de
la sensibilité a I’insuline et de ’homéostasie ainsi que de la réparation vasculaire et la
réduction de I’inflammation. ® Les patients obéses présentent des taux sanguins élevés
d’endothéline-1, un vasoconstricteur puissant favorisant une réactivité anormale des arteres.
19 De plus, le diabéte en relation avec I’obésité, interfére dans la biodisponibilité du NO
produit par les CE menant a la génération d’especes oxygénées réactives qui

compromettent la vasodilatation dépendante du NO.

1.1.2.4 Hypertension

Lors du développement de I’hypertension, des changements dans les forces de

cisaillement qui maintiennent les fonctions de 1’endothélium provoquent 1’apparition de la



dysfonction endothéliale. La réactivité vasculaire est compromise, et ce, en association avec
la production du NO. Un déréglement dans la voie de signalisation du précurseur du NO est

responsable de la réponse anormale de 1’endothélium. "'

1.1.2.5 Tabagisme

Le tabagisme est une cause majeure des maladies coronariennes, des accidents
vasculaires cérébraux et des maladies cardiaques périphériques. Le tabagisme favorise une
hausse de la production d’anion superoxyde induisant une plus grande oxydation des
lipides dans la paroi vasculaire et menant a I’initiation d’une réaction inflammatoire
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chronique.

1.1.3 Physiologie des arteres

La paroi d’une artére comprend trois tuniques concentriques qui sont de la plus
interne a la plus externe; l’intima, la média et 1’adventice (Figure 1). Toutes ces
composantes de la paroi artérielle interagissent ensembles pour former un vaisseau
dynamique capable de réagir et de s’adapter aux changements survenant dans son

microenvironnement.

1.1.3.1 Intima

L’intima est la tunique interne, formée en état normal d’une couche unique de CE
reposant sur une membrane basale composée de collagéne, de laminine, de fibronectine et
d’autres molécules de la matrice extracellulaire. Elle forme une barriére perméable et
sélective régulant le passage de substances du sang, avec lequel elle est directement en

contact, et les tissus. L’endothélium est critique dans le maintien de I’homéostasie



vasculaire et ses autres fonctions seront détaillées dans une section ultérieure (1.1.4.2

Dysfonction endothéliale).

Adventice

Figure 1. Structure de la paroi vasculaire. Trois tuniques composent la paroi vasculaire
normale de la plus interne a la plus superficielle, il y a I’intima, la média et 1’adventice.
L’intima est composée d’une couche unique de CE responsables du maintien de
I’homéostasie vasculaire. La média est formée de CML et de matrice extracellulaire
permettant la contraction/relaxation de I’artére. L’adventice, formant la couche externe, est
composée de terminaisons nerveuses et est responsable de la nutrition de la média par ses
«vasa-vasorumy. (Adaptée de www.hearthealthinternational.org) '

1.1.3.2 Média

La média est la tunique moyenne. Plus épaisse que I’intima, elle est de nature a la
fois musculaire et ¢lastique. Les CML qui la composent ont un phénotype non prolifératif
ou contractile. Cette tunique contribue a 1’intégrité structurelle des vaisseaux en permettant
leur contraction et leur relaxation en réponse a la pression sanguine ou a certaines

substances chimiques comme le NO.



1.1.3.3 Adventice

L’adventice est la tunique externe de l'artére. De nature fibreuse, elle est plus
résistante et plus rigide que les deux autres. Elle contient les vaisseaux nourriciers
permettant I'apport des nutriments et de I'oxygeéne aux grosses artéres les «vasa-vasorumy.
Elle est composée de fibres élastiques, de collagéne, de neurofibres (les «vasa-nervorumy)

et cette structure peut également contenir des cellules comme des fibroblastes.

1.1.4 Formation de I’athérosclérose

1.1.4.1 Apparition de la strie lipidique

L’exces de lipoprotéines de faible densit¢ (LDL pour low density lipoprotein)
favorise 1’accumulation de lipides dans la média de I’artere. Des interactions
¢lectrostatiques entre les lipoprotéines et les protéoglycans de la matrice extracellulaire
retiennent les LDL dans la paroi vasculaire. Les LDL seront ensuite modifiés
chimiquement, plus souvent oxydés, par les especes réactives dont les anions superoxydes.
L’apparition des lipides oxydés (oxyLDL) initie une réponse inflammatoire dans la paroi

vasculaire par ’activation des CE et I’induction de I’expression de molécules adhésion. '

1.1.4.2 Dysfonction endothéliale

Les facteurs de risque conventionnels (tabagisme, obésité, hypertension, diabéte,
hypercholestérolémie) agissent de pair avec les facteurs hémodynamiques (forces de

cisaillement ¢élevées) afin d’induire la dysfonction endothéliale.

L’endothélium fonctionnel régule le tonus vasculaire en maintenant un équilibre entre la
sécrétion de vasodilatateurs (NO, prostacycline) et de vasoconstricteurs (endothéline-1,

angiotensine II). Les CE produisent du NO via leur Oxyde nitrique synthétase endothéliale



(eNOS pour endothelial nitric oxide synthase), permettant la relaxation des CML et le
maintient d’une surface antithrombogénique. L’endothélium assure 1’intégrit¢ de la
membrane basale, I’inhibition de 1’adhésion/infiltration des leucocytes et la prolifération
des CML. ' '° En réponse aux agressions biochimiques ou physiques, I’endothélium se
retrouve dans un état activé. La perméabilité membranaire augmente alors en raison d’un
changement morphologique des CE en réponse a une perturbation du flot sanguin.
Lorsqu’elles sont soumises a un flot sanguin uniforme, les CE ont une forme ellipsoidale et
sont alignées dans la direction de la circulation. Cependant, dans les bifurcations artérielles,
la ou le flot sanguin est perturbé, les CE adoptent une forme polygonale sans orientation
précise contribuant a I’augmentation de la perméabilité de 1’endothélium. '” La dysfonction
endothéliale est caractérisée par la diminution de la vasodilatation dépendante du NO suite
a la diminution de ’activité de la eNOS ainsi que par un déséquilibre entre la sécrétion des
vasoconstricteurs et vasodilatateurs. L’endothélium activé est en outre, caractérisé par un

état pro-inflammatoire et pro-thrombogénique. '*

1.1.4.3 Formation de la plaque d’athérosclérose

Le recrutement des monocytes a partir de la circulation est principalement dirigé par
I’interaction du ligand de la glycoprotéine P-sélectine (PSGL-1 pour P-selectin
glycoprotein ligand -1) et des sélectines exprimées a la surface des CE activées. Cette
interaction permet le roulement ainsi que le ralentissement des monocytes sur
I’endothélium. Cela permet également 1’¢tablissement d’une proximité favorisant un
contact entre les monocytes et les autres molécules d’adhésion exprimées par les CE. ' Un
lien faible initial s’établit entre les CE et les monocytes afin de les immobiliser sur
I’endothélium. L’adhésion ferme a la paroi vasculaire se fait par I’interaction de leurs
intégrines (B2) et les immunoglobulines comme la molécule d’adhésion des cellules
vasculaires (VCAM pour Vascular Cell Adhesion Molecule) et la molécule d’adhésion
intercellulaire (ICAM pour Intercellular Cell Adhesion Molecule) a la surface des CE
activées. La liaison de ICAM et VCAM a leur ligand respectif, soit ’intégrine B2 et



Iintégrine 04B1 ou I’antigéne tardif-4 (VLA-4 pour very late antigen 4), induit des

changements morphologiques permettant la transmigration des monocytes. *°

Les CE et les CML sécretent alors la protéine chimioattractante des monocytes
(MCP-1 pour monocyte chemoattractant protein-1) attirant davantage de monocytes dans
I’espace subendothélial. Le facteur stimulant la formation de colonie de macrophages est
sécrété par les CE activées et induit la prolifération, la survie ainsi que la différenciation
des monocytes en macrophages. Les macrophages internalisent les oxyLDL par leurs
récepteurs non spécifiques et 1’excés de lipides ainsi accumulé en absence d’un afflux
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efficace de lipides a haute densité méne a leur transformation en cellules spumeuses.

1.1.4.4 Progression de la plaque d’athérosclérose

La perturbation de I’équilibre de I’activité anti- et pro-inflammatoire est importante
dans la progression de la plaque d’athérosclérose. Les cellules spumeuses sécrétent des
cytokines initiant une réponse inflammatoire. Les lymphocytes T s’infiltrent puis sont
activés. Ils sécrétent ainsi d’autres cytokines, dont I’interféron gamma qui amplifient la
réponse inflammatoire. Les oxyLDL initient alors une nouvelle ronde de recrutement de
cellules inflammatoires. ** Les cellules spumeuses sécrétent le facteur de croissance dérivé
des plaquettes qui initie la migration et la prolifération des CML. La plasticit¢ des CML,
soit leur habileté a passer d’un phénotype contractile a un phénotype prolifératif, ainsi que
la dissolution de la matrice extracellulaire par les métalloprotéinases de la matrice
extracellulaire (MMP pour matrix metalloproteinase) rend ce phénomeéne possible. Les
CML emmagasinent aussi des oxyLDL contribuant a I’augmentation du nombre de cellules
spumeuses et a la formation de la capsule fibreuse. (Figure 2) L’accumulation de collagene
sécrété par les CML contribue a une stabilisation de la plaque d’athérosclérose par la
formation d’une chape fibreuse. Par la suite, les CML sécrétent des protéines accélérant la

calcification et la minéralisation de la plaque. **
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1.1.4.5 Rupture de la plaque d’athérosclérose

Les plaques d’athérosclérose avancées sont caractérisées par un noyau de
gouttelettes lipidiques extracellulaires, de débris cellulaires et de cellules spumeuses, lequel
est entouré d’une capsule fibreuse composée de CML et de collagene. Les infarctus du
myocarde surviennent suite a I’obstruction d’un vaisseau par un thrombus formé suite a la

rupture de la capsule fibreuse ou a I’érosion de la plaque d’athérosclérose.

1.1.4.5.1 Rupture de la capsule fibreuse

Une plaque vulnérable est une structure amincie de la capsule fibreuse qui devient
fragile lorsque soumise au stress mécanique se caractérisant par un nombre restreint de
CML, une activité apoptotique intense, une inflammation active et 1’accumulation
extracellulaire de lipides. L apoptose des cellules spumeuses, induite par les cytokines pro-
inflammatoires ainsi que I’infiltration des LDL dépassant la capacité des macrophages a les
ingérer, contribue a I’accumulation extracellulaire des lipides. ** La rupture survient
préférentiellement ou la capsule fibreuse est plus mince et ou les cellules immunitaires
activées sont abondantes. Ces cellules produisent des agents pro-inflammatoires et des
enzymes protéolytiques qui affaiblissent la capsule fibreuse. Une réduction du collagéne
sous I’action des MMP et la sécrétion de protéinases altérent la composition de la plaque,

entrainant sa déstabilisation et ultimement sa rupture. 2

1.1.4.5.2 Erosion de la plaque

Alternativement, 1’érosion de la plaque se produit a la surface endothéliale. 11 y a
formation d’un thrombus superpos¢ a une plaque déendothélialisée, mais intacte.
L’augmentation de I’activité des MMP et des gélatinases augmentent la desquamation de
I’endothélium. Le collagene de la matrice extracellulaire ainsi expos¢ active I’agrégation

plaquettaire et ultérieurement la cascade de coagulation. *
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Thrombus

- Molécules d’adhésion sélectine, ICAM et VCAM

- Molécules d’adhésion PSLG-1, I'intégrine 2 et VLA-4

Figure 2. Evolution de la plaque d’athérosclérose. La formation de la plaque
d’athérosclérose s’initie par I’adhésion et la migration des leucocytes dans la paroi
vasculaire. La strie lipidique devient apparente suite a I’accumulation de lipides oxydés. Par
la suite, le nombre de cellules spumeuses augmente et elles sécrétent des facteurs induisant
la migration des CML. La plaque est alors une structure dense formée de gouttelettes
lipidiques extracellulaires, de débris cellulaires et de cellules spumeuses. Elle est entourée
d’une capsule fibreuse composée de CML et de collagéne. Ultimement survient la rupture
de la plaqlzle menant a la formation d’un thrombus. (Adaptée de Rea P. (2008) American
Scientist.)
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1.2 Les estrogenes

Les estrogénes sont des hormones stéroidiennes impliquées dans le développement
des caracteéres sexuels féminins. Chez la femme, les estrogénes sont produits dans les
ovaires par la théque interne et les cellules folliculaires de 1’ovule en maturation. La
sécrétion ovarienne ainsi que la concentration sanguine d’estrogéne qui en résulte varie
pendant le cycle menstruel, ce qui en assure sa régulation. La voie de synthése des
estrogeénes s’initie a partir des androgénes sécrétés par les cellules de la théque interne qui
diffusent vers les cellules folliculaires ou ils seront convertis en estrogénes par une
aromatisation. Les estrogenes sont également produits en petite quantité par d'autres tissus
tels le foie, les glandes surrénales, les seins et le tissu adipeux. Ces sources secondaires
d'estrogénes sont particuliérement importantes chez les femmes ménopausées. *° Chez
I’homme, les estrogénes sont principalement produits par la conversion des androgenes
dans différents sites périphériques et par une source secondaire, les cellules de Sertoli dans
les testicules. %’ Bien que les estrogénes soient présents chez les deux sexes, une quantité
significativement plus importante se retrouve chez les femmes pré-ménopausées (variant de
100 a 600 pmol) comparativement a celle retrouvée chez les hommes (variant de 5-20

pmol). **

1.2.1 Synthése des estrogénes

Les trois estrogeénes naturels, 1'estriol, 1'estradiol (E2) et I'estrone, sont tous produits
a partir du cholestérol. L’E2 posséde le plus puissant effet biologique et est la principale
forme circulante d’estrogéne chez la femme préménopausée. Alors que, chez les femmes
ménopausées, le taux d’estrone est supérieur a celui de I'E2 dans le sang. Le cholestérol,
précurseur des hormones stéroidiennes, est utilisé dans la synthése d’estrogéne apres sa
liaison aux lipoprotéines. L’aromatisation est I’ultime étape de la formation de I’E2 et elle

est catalysée par la P450, un complexe enzymatique de I’aromatase monooxygénase.
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(Figure 3). Par la suite, trois réactions consécutives d’hydroxylation sont nécessaires pour
former I’estrone et I’E2 ainsi que leurs précurseurs 1’androstenedione et la testostérone

respectivement. >
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Figure 3. Synthese de ’estrogéne. Le cholestérol, précurseur des hormones stéroidiennes,
est utilis¢ dans la synthése d’estrogéne aprés sa liaison aux lipoprotéines. La synthése
d’estrogene fait intervenir I’androstenedione, 1’estrone et la testostérone. L’aromatisation
est I'ultime étape de la formation d’estrogéne a partir de ces précurseurs. (Adaptée de
Czubryt, MP. (2006) Can J Physiol Pharmacol.) 30
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1.2.2 Les récepteurs aux estrogénes

Les estrogeénes exercent leurs actions via les récepteurs aux estrogenes (RE). Il
existe deux RE retrouvés sous différentes isoformes ou des variantes épissées. Le REa,
découvert en 1986, fut le premier des RE a étre identifié et ce n’est que plus récemment

qu’un deuxiéme RE fut identifié puis nommé RE. *"-**

1.2.2.1 La structure des récepteurs aux estrogénes

Les REa et B font partie de la super famille des récepteurs hormonaux nucléaires et
partagent une structure moléculaire similaire composée de plusieurs domaines fonctionnels
(A-F) (Figure 4). Le domaine A/B en partie N-terminal posséde la plus grande variabilité et
une homologie de seulement 20 % est partagée entre le REa et le REP. Il contient un
domaine fonctionnel d’activation indépendante de la liaison du ligand (AF-1) qui interagit
directement avec la machinerie transcriptionnelle. >* Ce domaine plus court chez RE,
posséde une faible activité contrairement & celui de REa, qui est trés actif. ** Le domaine de
liaison a I’ADN (C/D) est la séquence la plus conservée présentant une homologie de 95 %
entre REa et REB. Ce domaine contient deux doigts de zinc impliqués dans la liaison a
I’ADN ainsi que dans la dimérisation du récepteur. Le domaine de liaison au ligand (E/F)
situé dans la partie C-terminal est le deuxiéme domaine le plus conservé avec 55 %
d’homologie entre les deux RE. *> Ce domaine contient une deuxiéme région d’activation
transcriptionnelle (AF-2) qui est dépendante du ligand. La liaison du ligand a ce domaine
entraine la dimérisation et la translocation des RE au noyau. *° Ces récepteurs peuvent donc
étre retrouvés sous forme d’homodiméres (REa/REa et REB/REB) ou d’hétérodimeéres

(REa /REP) suite a leur activation.
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Figure 4. Structure des récepteurs aux estrogenes. REa et REP partagent une structure
moléculaire similaire composée de plusieurs domaines fonctionnels (A-F). Le domaine A/B
contient la région d’activation transcriptionnelle AF-1 indépendante du ligand, le domaine
de liaison a I’ADN (C/D) et le domaine de liaison au ligand (E/F) qui comprend aussi la
région d’activation transcriptionnelle AF-2 dépendante du ligand. (Adaptée de Gennari, L.
(2005) Am J Epidemiol.) >’

Malgré leur grande homologie structurelle, les génes qui les encodent sont situés sur
différents chromosomes. Le géne codant pour REa, ERS/ est localisé sur le chromosome
6q et le géne codant pour REP, soit ERS2 est localisé sur le chromosome 14q. REa est une
protéine de 595 acides aminés ayant un poids moléculaire de 66 kDa. RE[, quant a lui, est

une protéine de 530 acides aminés ayant un poids moléculaire de 54kD. **

1.2.2.2 La localisation des récepteurs aux estrogénes

La distribution tissulaire des RE a et B est différente, ce qui suppose qu’ils assurent
des fonctions distinctes selon les tissus dans lesquels ils sont exprimés. REa prédomine

dans les glandes mammaires, I’utérus, les ovaires, les poumons, le cerveau, les glandes
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thyroides, les os, le foie, les reins, I’estomac, le colon, le cceur et les vaisseaux sanguins.
Quant a REP, il est retrouvé dans les testicules, la prostate, les ovaires, les reins, les
vaisseaux sanguins et certaines régions du cerveau. Au niveau cardiovasculaire, les REa et
REP sont colocalisés sur les CE et les CML. ** Les deux récepteurs sont également
exprimés par les ostéoblastes, les ostéoclastes et les cellules stromales de la moelle osseuse
(MO). * Drailleurs, I’estrogéne joue un role dans la prévention de ’ostéoporose puisqu’il

- , . c . . , 41
prévient la résorption osseuse en inhibant la fonction des ostéoclastes.

1.2.2.3 L’activation des récepteurs aux estrogenes

L’activation des RE peut étre classée en deux catégories soit I’activation entrainant
des actions génomiques et celle entrainant des actions non-génomiques. L’action
génomique est plus lente, survient en quelques heures et nécessite 1’activation des voies
dépendantes et indépendantes du ligand menant & I’activation de la transcription génique.
Alors que D’action non-génomique ou extranucléaire est rapide, se produit en quelques
secondes a quelques minutes, et ne requiert pas d’activité transcriptionnelle. Les actions
non génomiques des estrogeénes peuvent agir en synergie avec les actions génomiques

.29
retardées.

1.2.2.3.1 L’activation dépendante du ligand (voie classique)

Les RE, lorsqu’ils ne sont pas attachés a leur ligand se retrouvent dans le
cytoplasme ou au niveau nucléaire et sont liés a des protéines chaperonnes ou de choc
thermique qui stabilisent les récepteurs dans leurs états inactivés en masquant le site de
liaison 4 I’ADN. ** Lorsque les estrogénes diffusent & I’intérieur de la cellule et se lient au
site de liaison du ligand, les RE se dissocient des protéines chaperonnes. Le complexe
estrogeéne-récepteur migre au noyau ou il formera des homodimeres ou des hétérodimeres.
Les protéines cytosoliques calvéoline-1 stimulent le processus de translocation au noyau

. . . . , 43 . \ p
via I’interaction directe avec le récepteur. © Le complexe se lie alors a une séquence
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spécifique sur I’ADN des différents génes cibles appelée *élément de réponse a 1’estrogeéne’
(ERE). 11 lie également les coactivateurs ou les corépresseurs du récepteur nucléaire.
L’estrogéne peut également réguler la transcription de geénes qui n’ont pas d’ERE par
’association a d’autres protéines ou par la modulation d'autres facteurs de transcription. Par
exemple, I’association de 1’estrogeéne a la sous unité de la protéine activatrice-1 résulte en

I’activation de facteurs de transcription. **

1.2.2.3.2 L’activation non-génomique dépendante du ligand

L’activation des RE sans induction de D’activité transcriptionnelle nucléaire est
possible par I’interaction des estrogeénes avec les RE membranaires tels les RE couplés aux
protéines G. ** ** D’autres mécanismes d’activation ont été identifiés. Par exemple, la
striatine, une protéine des calvéolines identifiée comme ancre moléculaire pour REa a la
membrane cellulaire, organise 1’activation du complexe REo-eNOS par I’estrogene,

permettant la production rapide de NO dans les CE vasculaires. *’

1.2.2.3.3 L’activation indépendante du ligand (voie alternative)

Les RE sont des phosphoprotéines et leurs fonctions peuvent étre modifiées par leur
phosphorylation en absence d’estrogéne. La phosphorylation des résidus sérine/thréonine
est catalysée par des enzymes tels que les récepteurs tyrosine kinase ou des protéines
mitogéniques a activité kinase (MAPK pour Mitogen-activated protein kinase). ** Certains
activateurs d’enzyme a activité kinase sont des facteurs de croissance. En effet, le facteur
de croissance épidermique *, I’insuline, le facteur de croissance a I’insuline-1 *° et le
facteur de croissance transformant béta °', peuvent mimer les effets de ’estrogéne par leur

liaison aux RE et activer la transcription dépendante des RE.
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1.2.3 La signalisation

Plusieurs voies métaboliques et cascades de signalisation intracellulaire peuvent étre
associées a I’action rapide de I’estrogéne : les voies métaboliques de 1’adénylate cyclase 2,
de la phospholipase C >, des MAPK ** ou encore I’activation des voies de signalisation des
récepteurs couplés aux protéines G . Enfin, les estrogénes activent plusieurs voies
métaboliques qui peuvent avoir la méme cible. Par exemple, la production de NO est
partiellement dépendante de 1’activation des MAPK, mais peut également étre produite via
la modulation de la voie métabolique de la phosphatidylinositol-3-kinase/protéine kinase B
(PI3K/Akt). >

1.2.4  Les effets des estrogenes sur le systéeme cardiovasculaire

L’effet cardioprotecteur de 1’estrogéne se refléte a plusieurs niveaux et semble
intervenir dans le processus d’athérosclérose ainsi que celui de réparation vasculaire. (Ces
derniers seront discutés dans la section 1.4.4.1 les estrogénes dans les stratégies de

réendothélialisation).

1.2.4.1 Le profil lipidique

L’estrogéne améliore le profil lipidique puisqu’il tend a augmenter le nombre de
récepteurs de lipoprotéines au foie entrainant ainsi une diminution de la concentration des
LDL sanguins. > Cet effet peut indirectement atténuer la progression de la plaque par la
réduction de la disponibilit¢ des LDL. L’estrogéne entraine également une augmentation
des lipides a haute densité par la modulation des génes d’apoprotéines hépatiques. ® De
plus, I’estrogeéne prévient la formation de la strie lipidique dans un mod¢le murin ApoE'/ )

ou LDL" puisqu’il tend & diminuer le taux de cholestérol et de triglycérides sanguins. *' ¢
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L’estrogéne joue un role important dans la régulation de la concentration de lipides
sanguins, mais peut également avoir une influence bénéfique sur la nature des lipides en
circulation. L’estrogéne permet la réduction de la peroxydation des LDL responsable de la
formation des oxyLDL présents dans la plaque d’athérosclérose. Cet effet se refléte dans la
diminution du nombre d’oxyLDL ainsi que de I’apoptose des CE induite par ces lipides
modifiés.  Toutes ces actions contribuent globalement & la réduction du stress oxydatif
responsable de la modification des lipides par la diminution de la production d’anion

64
superoxyde.

1.2.4.2 D’inflammation

Les effets athéroprotecteurs de 1’estrogéne sont dépendants de la production de NO,
de I’induction de COX-2 (contrdle de I’'inflammation) et de la production de la
prostacycline (antiplaquettaire/vasorelaxant) jouant un role important dans la prévention de
la formation de la strie lipidique. ® L’estrogéne réduit I’expression des molécules
d’adhésion E-sélectine, ICAM et VCAM, induites par un environnement pro-
inflammatoire, in vitro, soit en présence du facteur nécrosant des tumeurs alpha (TNF-a
pour tumor necrosis factor alpha) ou d’oxyLDL. ®* %7 L estrogéne contribue a la réduction
de la sécrétion de cytokines comme MCP-1 entrainant de ce fait la diminution du

68, 69 Notre laboratoire a

recrutement des monocytes et leucocytes a la paroi vasculaire.
d’ailleurs démontré que 1’estrogéne permet la réduction, au niveau des CE, de 1’expression
du récepteur CD40 ainsi que de son ligand induite par I’interféron gamma. Cette réduction

s o - - 70
est associée a la diminution de 1’adhésion des neutrophiles aux CE.

1.2.4.3 La biodisponibilité du NO

L’estrogeéne accroit la production de NO par les CE résultant en une augmentation

de la vasodilatation locale des vaisseaux. '' De plus, I’estrogéne atténue 1’expression de

y1e . . . / \ B 72
I’endothéline-1, ce qui assure une plus grande vasodilatation en réponse a I’estrogéne.
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Des ¢études d’inactivation des RE ont permis de découvrir que la production de NO suite a
un traitement a 1’estrogéne est dirigée par REo. " Elle est associée a une activité plus
intense de la eNOS mais également a son expression protéique accrue suite a un traitement

\ v 74,75
a I’estrogene. ™

L’activation de la forme inductible de NOS pourrait aussi contribuer a la
disponibilité du NO. 7® L’augmentation de la biodisponibilit¢ du NO se fait par

I’implication de la voie métabolique PI3K/AKT ainsi que par I’activation des MAPK. "’

L’estrogeéne est capable d’agir sur la production d’espéces réactives oxygénées a
partir du NO. En effet, ’apoptose des cellules observée dans la plaque d’athérosclérose
résulte partiellement de la production de peroxynitrite, un radical trés réactif et cytotoxique
produit a partir du NO. L’estrogéne participe a la réduction du stress oxydatif en diminuant
I’expression de la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate oxydase, un enzyme requis
dans la production d’anion super oxyde. L’estrogeéne agit comme antioxydant puisqu’il
améliore le ratio NO/super oxyde et contribue a la réduction de I’inflammation chronique
liée a la progression de la plaque d’athérosclérose. "* L’augmentation de NO contribue
¢galement a I’inhibition de 1’agrégation plaquettaire diminuant les risques de thrombose.
De plus, I’estrogéne diminue la production de ’angiotensine II ce qui ameéne une réduction
de la relache des espéces réactives oxydées et participe ainsi a la réduction du stress

oxydatif,

1.2.4.4 La paroi vasculaire

L’estrogene exerce des effets contraires sur les deux principaux types cellulaires de
la paroi vasculaire dans les processus du maintien de I’intégrité de I’endothélium et de la
réponse a une blessure vasculaire. En effet, 1’estrogéne stimule la prolifération et la
migration des CE tout en inhibant ces mémes processus chez les CML. Notre laboratoire a
démontré que ces inductions ou inhibitions €taient reliées a la voie des MAPK, c¢’est-a-dire
p42/44 et p38. L’estrogene active ces voies dans les CE par son interaction avec REa alors

qu’il inhibe ces mémes voies métaboliques dans les CML, une action qui s’est avérée
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dépendante de REB. ® L’estrogéne est un agent favorisant la survie des CE en inhibant
1’apoptose induite par le TNF-a. ®' L’effet antiapoptotique des estrogénes est complexe et
peut étre a la fois dépendant et indépendant de 1’action de leurs récepteurs, avec

I’implication potentielle des MAPK, des protéines Fas, Bcl-2 et de la NOS **

1.2.4.5 Les cellules progénitrices

Les estrogenes exercent des actions sur divers mécanismes cellulaires des cellules
endothéliales progénitrices (CEP). Ainsi, un traitement a [’estrogéne stimule Ila
prolifération, la migration aussi bien que la survie des CEP par I’inhibition de I’apoptose. Il
fut constaté qu’a la suite d’un traitement a 1’estrogene, un plus grand nombre de CEP sont
mobilisées dans la circulation et ceci est corrélé avec une augmentation de la
réendothélialisation des vaisseaux 1ésé¢s. Un modele murin transgénique eNOS™" traité avec
I’estrogéne, a permis de déterminer que ces phénomenes sont dépendants de 1’expression de

la eNOS. %%

L’estrogéne stimule la survie des CEP par I’inhibition de leur apoptose, mais
¢galement en retardant leur sénescence par I’augmentation de 1’expression de la sous unité
catalytique de la transcriptase inverse de la télomérase. ** Cet effet protecteur permet de
réduire la sénescence des CEP induite in vitro par 1’angiotensine II et celle habituellement

. . 85, 86
observée chez les rats spontanément hypertendus. ™
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1.3 Les cellules endothéliales progénitrices

Découvertes par Asahara et ses collégues il y a plus d’une décennie, les angioblastes
ou CEP furent isolés pour la premiére fois a partir de sang périphérique humain. *’ Ces
cellules ont démontré un potentiel a se différencier en CE matures et a participer a la
régénération de I’endothélium ainsi qu’a la formation de nouveaux vaisseaux. Isolées
initialement selon I’expression des marqueurs de surface cellulaire CD34 et le récepteur du
facteur de croissance vasculaire (VEGFR-2 pour Vascular endothelial growth factor
receptor 2) ou le récepteur a domaine kinase, ces cellules peuvent ¢galement exprimer des
marqueurs endothéliaux comme CD31 et Tie-2 lorsqu’elles sont mises en culture. Par la
suite, la source des CEP en circulation fut identifi¢e. La MO s’est avérée capable de
générer les cellules ayant I’habileté de se différencier en CE matures et & migrer aux sites
ischémiques. ® Depuis, d’autres sources de CEP ont été identifiées tels le cordon ombilical

. . s 89
et le tissu adipeux. (révisé dans )

1.3.1 L’origine des CEP

L’origine des CEP n’a pas encore ¢té clairement identifiée. Les CEP et les cellules
souches hématopoiétiques (CSH) co-expriment plusieurs marqueurs de surface cellulaire
comme CD34, CDI133, VEGFR-2 et Tie2. 20 Conséquemment, deux théories sont
actuellement proposées pour déterminer I’origine des CEP. La premiére repose sur le fait
que structurellement les CSH et les CE proviendraient d’une origine commune,
I’hémangioblaste qui lors du développement embryonnaire, génere les CE et les cellules
hématopoiétiques. *' D’ailleurs, de récentes études ont permis d’établir la présence d’un
hémangioblaste chez 1’adulte qui permettait le maintien des CE et des CEP en circulation.
%2 La seconde stipule plutdt que les CEP dériveraient des CSH. * L’origine véritable des
CEP se trouve peut-&tre quelque part entre ces deux théories puisque les CEP forment un

groupe hétérogeéne de cellules pouvant provenir de diverses populations cellulaires.
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1.3.2 La caractérisation des CEP

La caractérisation des CEP est, encore aujourd’hui grandement discutée puisqu’il
n’existe aucune identification absolue des CEP par des marqueurs cellulaires spécifiques.
Cependant au fil des recherches, il s’est établi un accord général pour certains marqueurs

de surface cellulaire afin de définir les CEP, ¢’est-a-dire CD34, VEGFR-2 et CD133.

Cette difficulté a définir les CEP provient surtout du fait qu’elles forment un groupe
hétérogene de cellules d’origines diverses et qui sont associées a différents profils
d’expression de protéines de surface cellulaire correspondant a leur stade de différenciation.
?3-9% par exemple, des études ont démontré que les cellules ayant des marqueurs de lignée
endothéliale tels CD31 ou le facteur de von Willebrand ainsi que les cellules mononucléées
isolées du sang périphérique (CD14") pouvaient s’incorporer aux sites de lésions
vasculaires et se différencier pour adopter un phénotype endothélial mature. > Egalement,
il a été démontré que les cellules isolées de la MO exprimant le marqueur de CSH CD117"
pouvaient se différencier en CE matures in vitro. Ainsi, leur transplantation augmente la
formation de nouveaux vaisseaux dans un modéle d’ischémie des membres postérieurs. *°

Enfin, les cellules souches mésenchymales (CSM) pouvent également &tre impliquées dans

la guérison cardiovasculaire suite a un infarctus du myocarde. °’

L’hétérogéneéité des populations des CEP en culture a mené a caractériser deux
grandes classes de CEP dites précoces et tardives. Les différences entre ces deux classes se
reflétent dans leur morphologie, leur taux de croissance et leur capacité a sécréter différents
facteurs angiogéniques. Les CEP précoces sont fusiformes et ont une croissance maximale
entre les 2° et 3° semaines de culture puis meurent vers la 4° semaine. De plus, elles sont
capables de sécréter une multitude de facteurs pro- et anti- angiogéniques. °* Les CEP
tardives, quant a elles adoptent une forme arrondie. Elles apparaissent aprés 2 a 3 semaines

de culture et sont maintenues jusqu’a douze semaines en culture sans changement de
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phénotype. Les CEP tardives semblent se développer préférentiellement de sous-

populations exprimant le marqueur myéloide CD14.

1.3.3 Les niches cellulaires dans la moelle osseuse

La localisation physique prés de la surface osseuse des CSH dans la MO a été
démontrée en premier en 1975. *° Le terme niche, utilis¢ afin de décrire le
microenvironnement spécifique des CSH dans la MO, a été proposé pour la premiere fois
par Schofield. Il suggéra que les CSH sont en contact intime avec les ostéoblastes et que ce
contact cellule-cellule est responsable de la capacité proliférative des CSH tout en inhibant
leur différenciation. '*° Maintenant, il est reconnu que la MO contient deux niches; la niche
ostéoblastique et la niche vasculaire. (Figure 5) Des études récentes démontrent cependant
que cette organisation est beaucoup plus complexe puisqu’il y aurait différentes classes de

. . . . . . 101
niches chacune soutenant des fonctions uniques de tissu particulier. °

La structure de la niche ostéoblastique se compose des CSH qui sont entourées des
cellules mésenchymales (CSM) dans la MO, sous le périoste. Les CSM sont la source de la
majorit¢ des cellules de lignée stromale de la MO incluant les chondrocytes, les
ostéoblastes, les fibroblastes et les adipocytes. '®* Ces cellules fournissent un support
physique, mais également physiologique pour la survie, l’autorenouvellement et la
prolifération des cellules souches dans la MO. L’établissement de ce microenvironnement
permet le maintien en quiescence des CSH et assure la régulation de 1’équilibre entre

’autorenouvellement et la différenciation cellulaire. '

La niche vasculaire est composée des CE sinusoidales de la MO. Cette niche joue

un rdle dans la régulation de la prolifération, de la différenciation et de la mobilisation des

S 104
cellules souches. (Révisé dans ")
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Figure 5. Localisation et structure des niches de cellules souches de la moelle osseuse.
La MO se compose de deux niches: la niche ostéoblastique et la niche vasculaire. La niche
ostéoblastique se situe sous le périoste et fournit un microenvironnement favorisant la
quiescence des CSH. Les cellules souches sont ancrées aux cellules stromales
environnantes. La niche vasculaire est composée des CE sinusoidales et se retrouve dans la
portion centrale des os. Elle facilite la migration transendothéliale des CSH lors de la
mobilisation et du recrutement. (Adaptée de Yin, T. (2006). J Clin Invest) '**
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1.3.4 La mobilisation et le recrutement des CEP aux niches de

la moelle osseuse.

La circulation des CEP est définie selon deux grands axes soit la mobilisation et le
recrutement. La mobilisation se définit comme étant I’étape ou les cellules quittent la niche
vasculaire pour entrer dans la circulation sanguine. Il y a par la suite, le recrutement vers la
MO aussi appelé le «homingy, lorsque les cellules circulantes reviennent vers la MO via la
migration de la niche vasculaire vers la niche ostéoblastique. L’habilet¢ des CSH a étre
mobilisées puis recrutées a la MO est reliée a des mécanismes de reconnaissance

moléculaire spécifique, d’adhésion cellule-cellule ainsi que de migration transendothéliale.
105

La mobilisation des CSH est induite par la formation d’un gradient de substance
chimioattractante de la niche ostéoblastique (bas) vers la niche vasculaire (élevé). 106
Certaines protéases alors exprimées dissocient les molécules d’adhésion et leurs récepteurs,
comme VCAM et l'intégrine 1, CXCR12 et CXCR4 ou encore le facteur de cellules
souches (SCF pour stem cell factor) et c-kit, jouant un réle dans la rétention des CSH a la
surface des ostéoblastes. L activation de la MMP-9 promeut également la transformation de
kit ligand, 1i¢ a la membrane des ostéoblastes, en sa forme soluble et conséquemment
permet le mouvement des cellules progénitrices c-kit+ vers la niche vasculaire de la MO,
une étape essentielle & leur mobilisation. '’ De plus, le SCF stimule ’adhésion des CSH et
des progéniteurs hématopoiétiques aux cellules stromales par ’activation de 1’expression
VLA-4 et VLA-5, indiquant que la liaison a la membrane par le SCF peut affecter les

R : . : . : e 108, 109
propriétés d’adhésion a la niche ostéoblastique par la modification des intégrines.

Le recrutement des cellules vers la MO se fait sensiblement selon les mémes étapes
que le recrutement des monocytes aux sites d’inflammation. (Voir section 1.1.4.3 formation

de la plaque d’athérosclérose). Le roulement des CEP serait principalement assuré par
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101 >adhésion ferme et la

CD44, le ligand majeur de E-sélectine ainsi que par PSGL-1.
transmigration sont des processus faisant intervenir principalement I’axe du facteur dérivé
du stroma-1 (SDF-1 pour stromal derived factor))CXCR4 mais également 1’interaction
VLA-4/VCAM avec une contribution secondaire des intégrines B2 fortement exprimées par
les CEP. Les CE, les ostéoblastes, et les autres cellules stromales expriment
constitutivement le SDF-1 ou CXCL12 qui détermine un gradient qui attire et maintient les
CEP dans la MO. "' Le SDF-1 ainsi généré par les CE induit la transendothélialisation des
CEP par Dactivation de I’expression de molécules d’adhésion. > Les CE de la MO

expriment constitutivement certaines molécules d’adhésion comme la P- et E-sélectine,

Iintégrine 04 et VCAM-1, normalement exprimées par un endothélium activé. '*

Cellules

Fibronectine €ndothéliales

Moelle osseuse

Figure 6. Mécanisme du recrutement des cellules progénitrices en circulation vers la
moelle osseuse. (A) Les CEP sont d’abord ralenties par les sélectines exprimées
constitutivement par les CE. (B) L’adhésion ferme et la transmigration sont des processus
faisant intervenir 1’axe SDF-1/CXCR4 mais aussi I’interaction VLA-4/VCAM. (C) Les
CEP entrent dans la moelle osseuse et progressent de la niche vasculaire a la niche
ostéoblastique. (D) Les cellules stromales expriment constitutivement du SDF-1 qui
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détermine un gradient qui attire et maintient les CEP dans la MO. (Adaptée de Peled, A.
(2000) Blood) '

1.3.5 L’impact des facteurs de risque cardiovasculaire sur les

CEP

Les incidents cardiovasculaires sont influencés, d’un c6té par le nombre de facteurs
de risque et de I’autre par le nombre de CEP présentes en circulation. Il a été démontré
qu’une corrélation inverse existe entre le nombre de facteurs de risque et le nombre de CEP

. 115
circulantes.

La mesure des CEP en circulation fut proposée comme indicateur de
prédiction d’incidents cardiovasculaires aprés [’observation, chez les patients
asymptomatiques, d’une association entre le taux de CEP circulantes et la dysfonction
endothéliale en plus de la sévérité de I’athérosclérose. ''° Un faible taux de CEP circulantes
pourrait résulter de 1’influence néfaste des facteurs de risque tel le tabagisme ainsi que le
diabéte qui modulent le stress oxydatif, I’activité du NO et les processus physiques pouvant

influencer la mobilisation ou la demi-vie des CEP. '’

1.3.5.1 L’age et le sexe

L’estrogéne présent chez les femmes pré-ménopausées est impliqué dans la
modulation des taux circulant de CEP. Les recherches de plusieurs équipes, dont celles
effectuées dans notre laboratoire, ont permis de mettre en évidence une corrélation entre la
modulation des taux d’estrogéne au cours du cycle menstruel et les variations des niveaux
de CEP en circulation chez la femme pré-ménopausée. ''* ' L’augmentation du nombre
de CEP circulantes en corrélation avec un taux élevé d’estrogene sanguin est également
observée chez les femmes enceintes et les femmes suivant des traitements de fertilité in

83, 120

vitro. Il fut démontré que les femmes pré-ménopausées présentes des taux circulants

de CEP supérieurs aux hommes. Cependant, chez les femmes ménopausées ce taux est
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semblable a celui des hommes de méme age et représente un risque cardiovasculaire accru

. I r 7 121
comparativement aux femmes pré-ménopausées.

Le nombre et la fonctionnalité des CEP s’épuisent progressivement avec 1’age
contribuant a la progression de 1’athérosclérose, la réduction de I’angiogenese, le déclin des

122-124 7 .
La dégradation de ces

capacités a maintenir I’homéostasie et la réparation vasculaire.
processus est accélérée par la présence des facteurs de risque. L’étude de la MO des souris
agées a permis de démontrer que les CEP ont des capacités prolifératives et migratoires
déficientes par rapport aux jeunes souris. '>> De plus, la reconstitution de la MO d’une
souris agée a I’aide de la MO d’une souris plus jeune permet le rétablissement des fonctions
angiogéniques. '*° Enfin, la greffe de cellules de MO d’une jeune souris apoE” ou d’une
souris non athérosclérotique chez une souris apoE'/ © retarde la progression de
’athérosclérose. Ceci suggere que la réparation vasculaire, déficiente en raison de I’age de

la souris, est un déterminant critique dans D’initiation et la progression de la maladie

. 12
vasculaire. '’

1.3.5.2 L’hyperlipidémie

L’accumulation de lipides dans la paroi vasculaire, contribuant a la progression de
la plaque d’athérosclérose, est favorisée par I’exces de lipides en circulation. Une
corrélation inverse a été observée entre le taux de cholestérol sanguin et le nombre de
colonies de progéniteurs formées in vitro, une mesure indirecte du nombre de CEP. '’
L’hyperlipidémie influence négativement la capacit¢ d’adhésion, de prolifération, de
migration ainsi que la vasculogénese in vitro des CEP de patients atteints de maladies
cardiovasculaires. Cependant, ces effets sont renversés par la prise d’inhibiteur de 3-
hydroxy-3-méthylglutaryl-coezyme A réductase, également appelés statines. Les statines

activent la voie métabolique dépendante du PI3K/AKT stimulant la prolifération des CEP.
128
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La nature des lipides peut également influencer le nombre et la fonctionnalité des
CEP. En effet, les patients atteints de maladies coronariennes présentent un faible taux de
CEP circulantes et un taux important d’oxyLDL. Des études ont démontré qu’en présence
d’oxyLDL, I’adhésion et la migration des CEP ¢étaient grandement réduites alors que
I’apoptose est considérablement augmentée. De plus, il s’avére que ces effets néfastes se
produisent via I’inhibition de I’eNOS exprimée par les CEP suggérant une implication du

NO dans la survie des CEP. '%

1.3.5.3 Le diabete

Les patients présentant un diabéte de type 2, souvent associ¢ a un exces de poids
sont a risque de développer une résistance a I’insuline. Chez les patients atteints de
syndrome métabolique et de diabéte, une diminution des capacités prolifératives et
d’adhésion des CEP a déja été observée, % 1!

production de NO et de I’activité de la MMP-9 essentielle a la relache des CEP de 1la MO.

L’hyperglycémie entraine la réduction de la

Elle réduit également I’activité mitogénique, la prolifération, la migration et augmente
I’apoptose des CEP in vitro. ** '* Ceci a été confirmé dans des études avec des modéles
murins ou le taux circulant ainsi que la mobilisation des CEP étaient diminués. Ces études
ont également démontré que malgré un niveau circulant faible, le taux de CEP dans la MO
demeure élevé suggérant une prolifération accrue des cellules souches afin de compenser

s o7 ’ 134
leur mortalité élevée.

Les CEP démontrent également des capacités réduites a s’intégrer
aux néovaisseaux dans les organes ischémiques et a contribuer a la réendothélialisation
aprés une lésion. '*> Chez les diabétiques, la revascularisation suivant une ischémie des

membres postérieurs est séveérement compromise.

1.3.5.4 La sédentarité et I’obésité

La sédentarité ainsi que I’obésité sont souvent associées avec I’hyperlipidémie et le

diabéte de type 2 comme facteurs de risque pouvant diminuer le nombre de CEP et
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désorganiser leurs fonctions. La réduction du nombre de CEP chez les patients obéses est
un phénomeéne réversible puisque le taux de CEP peut étre augmenté avec la perte de poids
et la reprise d’activité physique. '*® Un nombre élevé de CEP a été observé chez les patients
faisant de I’exercice physique durant un programme de réhabilitation suivant un événement
cardiovasculaire et chez les personnes en santé faisant 30 minutes d’exercice par jour. > *"
P8 11 existe une corrélation entre 1’augmentation du nombre de CEP en circulation,
I’amélioration des fonctions endothéliales, ainsi que 1’exercice d’endurance, ce qui indique

un lien entre la réactivité vasculaire et la mobilisation de CEP. '*°

1.3.5.5 L’hypertension

Le nombre de CEP (CD133" et CD34", VEGFR-2") est diminué chez les patients
ayant une pression systolique élevée. ' Des études ont démontré que I’angiotensine II, un
médiateur potentiel des effets nuisibles de I’hypertension, accélére la sénescence des CEP
par la diminution de I’activité de la télomérase, un effet qui est inhibé par un bloqueur du
récepteur de type 1. ® L’angiotensine II inhibe la prolifération des CEP par I’augmentation
du stress oxydatif, un effet également prévenu par les inhibiteurs du récepteur de

I’angiotensine. '*°

1.3.5.6 Le tabagisme

Le tabagisme est reconnu pour étre le facteur de risque majeur dans le
développement des maladies cardiovasculaires. Il réduit fortement le nombre de CEP par
’augmentation du stress oxydatif et du taux d’apoptose. ' ! Les fumeurs chroniques

voient cependant leur taux de CEP augmenter avec la cessation du tabagisme. '**

1.3.5.7 La protéine C réactive

La protéine C réactive sert d’indicateur de mauvais pronostic chez les patients

atteints de maladies cardiovasculaires puisque I’incidence d’événement cardiovasculaire est



32

en corrélation avec 1’augmentation de sa concentration sanguine. La protéine C réactive
influence négativement le nombre de CEP et réduit leur capacité d’adhésion, de

prolifération, de survie et de différenciation. '*
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1.4 La réparation cardiovasculaire

L’endothélium de la paroi vasculaire posseéde la capacité de s’auto-renouveler, c’est-
a-dire de remplacer par lui-méme les CE de la paroi suite a une blessure. Des études, lors
desquelles une partie de 1’intima était retirée chirurgicalement des vaisseaux, ont permis de
mettre en évidence ce phénomeéne. En effet, les CE matures en bordure d’une 1ésion étaient
capables de proliférer et de migrer afin de rétablir ’intégrit¢é de I’endothélium. Cette
intégrité dépend donc d’un équilibre entre la sévérité ainsi que la fréquence des blessures
subies et la capacité de I’endothélium a se régénérer. S’il est jeune et en santé, la réparation
locale sera compléte. Toutefois, s’il est 4gé¢ ou soumis a 1’assaut des facteurs de risque

cardiovasculaire, la réparation locale sera déficiente ou incompléte. '**

Récemment, il fut démontré que la réparation vasculaire implique également la
contribution de cellules présentes dans la circulation sanguine, les CEP. La
réendothélialisation est un processus clé dans 1’homéostasie et la guérison vasculaire
puisqu’un endothélium intact et fonctionnel est un élément critique dans la prévention du
développement d’une plaque d’athérosclérose. L implication des CEP provenant de la MO
dans la réendothélialisation fut établie lors d’études de reconstitution de la MO. En effet,
I’incorporation de cellules dérivées de la MO (CDMO) d’une souris donneuse fut détectée
dans D’endothélium vasculaire d’une souris receveuse aprés l’injection de cellules
progénitrices hématopoiétiques. '** Les CEP sont impliquées autant dans la réparation
vasculaire comme les processus de réendothélialisation permettant de diminuer
I’hyperplasie de la néointima, que dans I’amélioration des fonctions ventriculaires aprés un

. o 146
infarctus du myocarde. (révisé dans ")
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1.4.1 La mobilisation des cellules progénitrices suite a une

blessure vasculaire

Les CEP mobilisées dans la circulation sanguine a partir de la MO, participent a la
réparation vasculaire suite a leur incorporation aux sites de 1ésion ou d’ischémie. '’ Les
tissus ischémiques sécrétent du SDF-1 afin d’augmenter la mobilisation et diriger le
recrutement des CEP au site de 1ésion. '** Plusieurs autres facteurs sont utilisés de fagon
locale ou systémique afin d’accroitre la mobilisation des CEP pour accélérer la
réendothélialisation et réduire la formation de la néointima. Ainsi, des études in vivo ont
permis d’identifier plusieurs effecteurs de la mobilisation des CEP tels les statines '*, le
SCF, I’angiopoiétine '°, Iérythropoiétine "', ainsi que des cytokines inflammatoires telles
MCP-1 '*? et certaines hormones comme I’estrogéne *. Le facteur granulocytaire stimulant
la formation de colonies (G-CSF pour granulocyte colony stimulating factor) est aussi

couramment utilisé dans ’induction iz vivo de la mobilisation des CEP. 1>

1.4.2 Le recrutement des cellules progénitrices au site de 1ésion

vasculaire

Les mécanismes de réparation vasculaire via le recrutement cellulaire au site de
l1ésion sont grandement étudiés. Il fut d’ailleurs établi que les plaquettes sont impliquées
dans le recrutement des CEP a la paroi vasculaire. Ces études ont permis de démontrer que
la réparation vasculaire s’initie par I’activation et I’adhésion des plaquettes suite a un bris
dans I’endothélium. En effet, les sites dénudés de CE sur la paroi vasculaire se couvrent de
plaquettes qui sécrétent des facteurs induisant le recrutement et 1’adhésion des CEP sans

déclencher la cascade de coagulation. >* '*° Ceci suggére que les mécanismes ainsi que le
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profil d’activation des plaquettes pourraient étre différents de celui de la cascade

d’activation de la coagulation.

Tout d’abord, les CEP sont ralenties par les sélectines exprimées a la surface des
plaquettes et de 1’endothélium activé. La présence du ligand PSGL-1 sur les plaquettes
permet leur interaction avec les cellules CD34" dont elles stimulent le chimiotactisme et la
migration via leurs intégrines B1 et p2. > '*7 Par la suite, ’adhésion ferme des cellules se
fait par les interactions entre les molécules d’adhésion telles ICAM et VCAM présentes sur
les CEP et les CE matures activées. '8 Ainsi, le recrutement des CEP a une lésion
vasculaire implique la méme cascade d’évenements que celle impliquée lors du recrutement
des monocytes a la paroi vasculaire. (Voir section 1.1.4.3 formation de la plaque
d’athérosclérose) Un autre mécanisme de recrutement des CEP a la paroi vasculaire fut
récemment mis en évidence, soit I’implication de c-kit exprimé a la surface des CEP.
L’interaction de c-kit et de son ligand, exprimé par 1’endothélium activé, permettrait

I’adhésion des CEP circulantes aux sites de 1ésion et participerait a la réendothélialisation.
159

1.4.3 L’implication des cellules progénitrices dans I’angiogénése

L’intégration des CEP a un endothélium 1¢s¢ afin d’en remplacer les CE altérées
lors d’une blessure vasculaire n’est pas le seul mécanisme de réparation dans lequel les
CEP sont impliquées. Il fut déterminé que ces cellules sont capables de stimuler la
croissance de néovaisseaux a partir de vaisseaux déja existants, ce processus étant nommé
angiogénese. Dans les modeles d’ischémie des membres postérieurs, la transplantation de
CEP isolées augmente la perfusion des tissus ischémiques alors que I’injection de CE
matures ne parvient pas a produire cet effet. '® Le SDF-1, le facteur de croissance de

I’endothélium vasculaire (VEGF pour vascular endothelial growth factor) et le G-CSF sont
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couramment utilisés dans I’induction in vivo de I’angiogénése par le recrutement des CEP.

1 161, 162 : : . S . .
>3- 16112 pye plus, elles peuvent induire I’angiogénése par leur effet paracrine, puisqu’elles

sont capables de sécréter de facteurs tel le VEGF qui stimule la migration des CE des
vaisseaux environnants. '®> Cependant, 1’utilisation des CEP dans la vascularisation
thérapeutique est compliquée par la présence des facteurs de risque cardiovasculaire
comme I’age ou le diabéte puisqu’ils contribuent a la réduction du nombre ainsi que de la

fonctionnalité des CEP disponibles. '**

A Mobilisation:
VEGF
SDF-1
G-CSF
EPO
Statines
Estrogéne
Exercice
Injection intravasculaire
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B Recrutement:

(o Hypoxie
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e Recrutement 1 Infl . Inflammation
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Figure 7. Mobilisation et recrutement des cellules dérivées de la moelle osseuse. (A) La
mobilisation des cellules de la MO vers la circulation sanguine est induite par divers
effecteurs. (B) Les CEP circulantes seront par la suite recrutées au site de 1ésion en réponse
aux facteurs sécrétés par les tissus 1€sés ou ischémiques ou (C) elles participeront a la
régénération de I’endothélium et a la formation de néovaisseaux. (Adaptée de Sata, M.
(2004) J Mol Cell Cardiol et Hristov, M (2003) Arterioscler Thromb Vasc Biol ) '¢> 1%
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1.4.4 Les stratégies de réendothélialisation

La réendothélialisation des vaisseaux 1€sés n’a pas toujours ¢été la principale
stratégie afin d’induire la guérison vasculaire. La livraison d’agents thérapeutiques ainsi
que I’apposition d’endoprothéses permanentes favorisant la réendothélialisation sont des
stratégies de guérison vasculaire récentes. Plusieurs études furent réalisées et permirent la
mise en évidence de I’importance de la nature des agents thérapeutiques ainsi que des

matrices de livraison utilisées.

1.4.4.1 Les estrogenes

Les estrogénes, comme nous 1’avons vu précédemment, interviennent dans plusieurs
mécanismes protecteurs contribuant au maintien des fonctions du systéme cardiovasculaire.
Ils jouent également un réle important dans la réparation vasculaire ainsi que dans la

réduction des processus inflammatoires des plaques d’athérosclérose.

Afin de déterminer I’implication de [’estrogéne dans le processus de
réendothélialisation, des ¢tudes comparatives entre les males et les femelles ont été
réalisées dans un modele murin de blessure vasculaire. L’ovariectomie des femelles fut
associée a une réponse néointimale robuste comparable a celle des males, un effet
grandement atténué par un traitement systémique a 1’estrogéne. Cette protection fut d’abord
attribuée a la capacité des estrogénes a inhiber la prolifération des CML au site de blessure.
17 Cependant, il fut par la suite démontré que la protection vasculaire des estrogénes était
surtout attribuée a 1’augmentation de la réendothélialisation au site de blessure, un
phénomene partiellement présent chez les souris ERB-/- mais séverement atténué chez les
souris ERo-/-. '® Notre laboratoire a démontré qu’une livraison locale d’E2 suite a une
angioplastie ou précédent I’apposition d’une endoprothése vasculaire est efficace pour
accélérer la réendothélialisation et réduire la formation de la néointima dans un modéele
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porcin. Un traitement local a ’E2 posséde plusieurs avantages comme permettre la
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réduction des concentrations d’E2 employées et prévenir 'utilisation de concentrations
systémiques élevées pouvant étre non souhaitables pour les autres tissus exposés. Il permet

¢galement le recours a des doses efficaces dont la relache est ciblée et controlée.

La livraison locale d’estrogéne peut aussi se faire par 1’apposition d’une
endoprothése vasculaire recouverte d’estrogéne. L apposition d’une telle endoprothése chez
I’humain s’est déja avérée sécuritaire puisqu’elle est corrélée avec de faibles incidences de
resténose sans association avec 1’inflammation. Cependant, lors de cette é¢tude, la formation
de la néointima n’a pu étre significativement diminuée en comparaison a celle observée
suite a ’apposition d’une endoprotheése nue. Toutefois la prolifération et la migration des

CML sont grandement limitées par I’estrogéne présent sur 1’endoprothése. '

1.4.4.2 Les endoprothéses

La premicre approche afin de permettre la revascularisation fut de procéder a une
angioplastie, c’est-a-dire une réouverture mécanique d’un vaisseau obstrué par une plaque
d’athérosclérose. '> Malgré I’efficacité de cette intervention, il fut constaté qu’elle
présentait certaines complications telle I’apparition de resténose. Cette pathologie se définit
comme le rétrécissement de la lumiere d’une artére. Elle résulte de 1’hyperplasie de la
néointima formée suite a la migration et a la prolifération exagérées des CML induites par
un stress mécanique attribué a I’angioplastie. La fréquence de resténose chez les patients
varie de 30 a 60 % selon les facteurs de risque, le type de Iésion et les aspects techniques de
Iintervention. '* Afin de prévenir les risques de resténose, I’apposition d’une endoprothése
vasculaire métallique permanente s’avéra plus efficace qu’une simple réouverture du
vaisseau. Cette structure offrait une surface inerte contribuant a la guérison vasculaire sans
provoquer ’activation du systéme immunitaire. Une telle endoprothése permit la réduction
de la fréquence de la resténose en ¢éliminant le remodelage négatif de la paroi vasculaire.
Cependant, la fréquence de resténose demeure élevée soit de 15 a 20% chez les patients
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portant une endoprotheése. "~ Par la suite, les nouvelles technologies ciblérent 1’inhibition
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spécifique des cellules impliquées dans 1’apparition de la resténose. L’utilisation
d’endoprothéses vasculaires comme plateforme de livraison locale d’agents thérapeutiques
a permis une réduction de la resténose supérieure aux endoprothéses vasculaires nues. En
effet, la fréquence de resténose fut réduite a moins de 10% par I’apposition d’endoprotheses
permettant 1’¢lution d'agents antiprolifératifs ou anti-inflammatoires. La rapamycine et le
paclitaxel par exemple sont couramment utilisés sur ce type d’endoprothése et inhibent la
migration ainsi que la prolifération des CML dans les modéles animaux. '’ '”” Cependant,
ces ¢études ont également démontré une réendothélialisation incompléte des vaisseaux suite
a I’apposition de ce type d’endoprothése en comparaison avec les endoprothéses nues. Les
effets inhibiteurs des agents thérapeutiques utilisés sur ces endoprothéses sont
principalement responsables du délai de la guérison vasculaire en retardant les processus
naturels de réparation. '™® De plus, les polyméres non biodégradables pourraient induire une

inflammation suite a leur implantation dans les artéres de porc. '

De nos jours, le
développement d’endoprothése vasculaire pouvant influencer le processus de réactivité
vasculaire est grandement favorisé. En effet, les recherches sont maintenant concentrées sur
le développement de matériaux et d’agents thérapeutiques pouvant accélérer les processus
de réendothélialisation. De plus, la mise en évidence de I’implication des CEP dans la
réparation de I’endothélium vasculaire a permis le développement de nouvelles
endoprothéses vasculaires en évaluation clinique permettant le recrutement cellulaire pour

accélérer les processus de réendothélialisation.

1.4.4.3 L’adhésion cellulaire aux endoprothéses

Pour développer une stratégie permettant d’accélérer la réendothélialisation a 1’aide
d’endoprothése synthétique, une compréhension du processus d’adhésion cellulaire est

primordiale.

Tout d’abord, 1’adhésion cellulaire sur une surface naturelle, comme la paroi

vasculaire ou la matrice extracellulaire, est initiée par de faibles interactions chimiques
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telles I’établissement de ponts hydrogenes ou d’interactions électrostatiques. Par la suite,
I’adhésion ferme des cellules se produit par [D’interaction des intégrines et des
glycoprotéines cellulaires contenant la séquence Arg-Gly-Asp (RGD) comme le collagéne
de type 1 ou la fibronectine. Chaque intégrine reconnait une séquence RDG sur différentes
protéines. Cette interaction est cruciale dans la formation du point focal d’adhésion

permettant aux cellules d’adhérer fermement 4 la matrice extracellulaire. '™

L’adhésion cellulaire peut €galement se faire sur une surface synthétique comme les
différents polymeres utilisés dans 1’ingénierie tissulaire. L’ancrage cellulaire a une surface
synthétique est fort complexe et se fait principalement en suivant les mémes étapes que
I’adhésion a une surface naturelle. (Figure 8) Elle implique 1’attachement cellulaire par des
interactions €lectrostatiques, les modifications morphologiques des cellules, la formation du
complexe d’adhésion focale ainsi que la production et la réorganisation des protéines du
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cytosquelette. Plusieurs facteurs physiques ou chimiques influencent 1’adhésion

cellulaire par exemple, la charge électrique, la rugosité de la surface, les propriétés
physiques (flexibilité ou rigidité), la porosité, la solubilité, le pH ou la présence de groupes

. \ i 182
fonctionnels sur les polymeres. (Révisé dans ™)
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Figure 8. Processus d’endothélialisation d’une surface synthétique. Plusieurs processus
biologiques favorisant 1’endothélialisation sont impliqués, incluant (1) I’induction de la
mobilisation des CEP de la moelle osseuse, (2) le recrutement spécifique des CEP a la
surface vasculaire synthétique, (3) I’adhésion cellulaire ferme induite par des motifs
d’adhésion spécifique a la surface synthétique (concentration spatiale prédéterminée) et (4)
la différenciation cellulaire dirigée suivant 1’adhésion pour former un endothélium mature
et complétement fonctionnel capable d’autorenouvellement. (Adaptée de de Mel (2008).
Biomacromolecules) '**

1.4.4.4 Les endoprotheses favorisant le recrutement cellulaire

Il existe différentes endoprothéses favorisant le recrutement de cellules
progénitrices afin d’accélérer la réendothélialisation. Tout d’abord, la séquence RGD fut
utilisée dans un modele porcin afin de tester 1’efficacité d’une endoprothése vasculaire
recouverte de peptides afin de favoriser la réendothélialisation. Néanmoins, malgré
I’efficacité de cette technique, la spécificit¢ des peptides fut remise en question, car
plusieurs protéines peuvent lier cette séquence sur les CEP mais également sur les
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plaquettes et les leucocytes. Par la suite, I’apposition d’endoprothése recouverte
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d’anticorps CD34 favorisant la captation des cellules progénitrices en circulation pour
accroitre la réendothélialisation fut proposée. Des études réalisées dans un modele porcin
puis chez I’humain ont démontré des résultats mitigés quant a 1’efficacit¢ de cette
endoprothése a réduire la resténose. De plus, le choix de 1’anticorps pour attirer les CEP
demeure trés controversé puisqu’il n’existe a ce jour aucun consensus sur les marqueurs de
surface cellulaire définissant les CEP. ' '8¢ Finalement, il fut proposé qu’une
endoprothése recouverte de CEP puisse étre plus efficace puisqu’elle ne présentait pas
I’inconvénient de I’hétérogénéit¢ des cellules ainsi mobilisées au site de
réendothélialisation. Cette endoprothese fut testée dans un modele canin et permit la mise

, . , . L, e . L1, . , Sqe qe . 1
en évidence de la réduction de la néointima et 1’accélération de la réendothélialisation. '’

Toutes ces études ont un point en commun, soit 1’apposition d’une structure
permanente dans les vaisseaux sanguins. Suite a la guérison vasculaire, les endoprotheses
demeurent dans la paroi ce qui peut limiter de futures interventions ou initier dans certains
cas des phénomenes inflammatoires. L’endoprothése vasculaire idéale se présente
aujourd’hui comme celle pouvant accélérer la réendothélialisation et donc permettre une
guérison vasculaire compléte sans demeurer au site de lésion. Pour ce faire, le
développement d’endoprothése vasculaire ou d’autres véhicules de livraison locale faite a

partir de polymeéres biodégradables est présentement en cours.



43

1.5 Les biopolymeéres: I’implication du chitosan et de la

phosphorylcholine

La reconstruction tissulaire représente 1’une des plus importantes utilisations des
biopolymeres. L’insertion de matrices, de cellules ou de molécules thérapeutiques dans un
organisme afin d’en régénérer les tissus est appelée ingénierie tissulaire. Cette discipline est
née de 'interaction entre différents champs d’études dont 1’objectif est la génération de
nouveaux matériaux biologiques pour remplacer des tissus ou des organes endommagés. Le
développement de tissus synthétiques a grandement ciblé la conception de matériaux
reproduisant la nature physique et mécanique des tissus natifs. Ces substituts sont formés
d’une variété de matériaux (naturels, synthétiques, céramiques ou métaux) congus pour
imiter la structure en trois dimensions des autogreffes tissulaires tout en étant capables de
soutenir les cellules ensemencées sur ces matériaux. Ils peuvent également agir comme
véhicule pour certains antibiotiques ou agents thérapeutiques dépendamment de la nature
de la Iésion a réparer. Le biopolymeére idéal est considéré comme celui pouvant étre
réorganisé et résorbé par la croissance cellulaire et graduellement remplacé par la formation
de matrice extracellulaire ainsi que par des cellules différenciées. La construction bio-
artificielle ne doit donc pas étre considérée comme un substitut durable, mais comme une
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structure temporaire facilitant la régénération tissulaire. (Révisé dans '*%)

Les biopolymeres sont utilisés depuis longtemps dans 1’ingénierie tissulaire de la
peau, des os, du cartilage et sont maintenant utilisés dans la régénération des nerfs et des
vaisseaux sanguins. Certains biopolymeéres ou certaines molécules ont des utilisations
spécifiques correspondant a leur faculté a promouvoir la différenciation d’un type cellulaire
particulier ou encore par leurs propriétés physicochimiques. Par exemple, [’acide

hyaluronique, un composé¢ minéral des os, favorise la différenciation des cellules
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mésenchymales en ostéoblastes et est utilisé principalement dans la régénération osseuse.
188 1 eg protéines de la matrice extracellulaire, comme la fibronectine, sont utilisées
généralement dans la régénération de la peau ' et les composés biodégradables, comme
les acides gras, sont utilisés comme véhicule dans les systémes d’injection d’agents

thérapeutiques. (Révisé dans ')

La biocompatibilité des biopolymeéres avec les cellules dépend de I’équilibre entre
différents facteurs comme le poids moléculaire, la structure (linéaire ou en branche), la

P est

flexibilit¢ de la conformation structurelle ainsi que la densit¢ des charges.
¢galement possible d’utiliser les biopolymeres purs ou combinés avec d’autres molécules
ou biopolymeres afin d’augmenter leur biocompatibilité. Ces différentes molécules peuvent

étre intégrées au biopolymére par mélange physique ou par modification chimique. '**

1.5.1 Les biopolymeéres et le domaine cardiovasculaire

Dans le domaine cardiovasculaire, les biopolyméres sont utilisés dans la
reconstruction de vaisseaux sanguins et dans les systémes de livraison d’agents
thérapeutiques afin de réduire la formation de la néointima suite & une angioplastie ou
permettant I’angiogenése dans les modéles d’ischémie du myocarde. "> Les matériaux
utilisés doivent empécher la formation de thrombus et 1’activation de la réaction
inflammatoire. Pour ce faire, les biopolyméres subissent des modifications
physicochimiques et de bio-fonctionnalisation afin d’obtenir une surface favorisant les
interactions protéine-cellule. Présentement, il y a deux principales stratégies pour moduler
les interactions cellule-matrice. La premiere tend a créer une surface inerte pour
I’adsorption des protéines et I’adhésion cellulaire tout en prévenant ’activation du systéme
immunitaire, la coagulation, la formation de thrombus ainsi que la déposition de matrice

extracellulaire. Ce genre de matériel est utilisé dans le remplacement des valves cardiaques
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ou dans D’injection de vésicules contenant des agents thérapeutiques. '*> La deuxiéme
stratégie vise la création de matériaux qui contribuent a 1’adhésion, la migration, la
prolifération, la différenciation, la viabilit¢ a long terme et la fonctionnalité contrélée des
cellules. Cette stratégie est utilisée généralement dans la reconstruction osseuse et la greffe
de peau, mais également dans la réendothélialisation et la reconstruction de vaisseaux

: 182, 1
Sanguins. 82,196

1.5.2 Le chitosan

1.5.2.1 Les caractéristiques du chitosan

Le chitosan (CH) est un biopolymeére de plus en plus utilis¢é dans I’ingénierie
tissulaire puisqu’il présente d’intéressantes caractéristiques. Tout d’abord, le CH est obtenu
par la déacétylation alcaline de la chitine qui est considérée comme le composé organique
le plus important apres la cellulose. La chitine est le composant majeur de 1’exosquelette
des insectes et de la carapace des crustacés comme les crabes. Elle entre ¢galement dans la
composition des champignons, des algues et des levures. Ce biopolymere est formé d’une
longue chaine de disaccharide de N-acétyl-glucosamine et de glucosamine liée en B (1—4).
Le CH est considéré comme étant biodégradable puisqu’il est facilement hydrolysable et

4 < 7 cr, . 19
métabolisé par une variété d’enzymes tels la chitosanase et les lysosymes. '’

Le CH est défini par son degré de déacétylation. Ce dernier représente la proportion
d’unité de glucosamine par rapport au nombre total d’unités qui composent le biopolymere.
Lorsque cette valeur est au-dessus de 50%, le biopolymeére obtenu est nommé CH et en
dessous de 50% le biopolymére est toujours considéré comme étant de la chitine. Le degré
de déacétylation du CH est responsable de sa solubilité dans les acides organiques (2 < pH

< 6). La solubilit¢ du CH nécessite un passage en solution acide (pH< 6) en raison de la
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protonation des groupes amines. Le polymére de CH peut par la suite €tre neutralisé afin de
permettre une meilleure biocompatibilité avec les tissus. Il est possible d’augmenter la
solubilit¢ du biopolymére de CH dans les solutions aqueuses par des modifications

. 198
chimiques.

Un haut degré de désacétylation confere a la structure une plus grande proportion de
groupes chargés positifs a pH neutre ainsi qu’une surface étendue attribuable a la répulsion
des charges. Ces caractéristiques permettent aux cellules d’adhérer plus facilement au
biopolymere puisque les cellules s’attachent de fagon non spécifique par des interactions
électrostatiques se produisant directement entre les groupes amines (NH’") et certains
groupes de la membrane cellulaire chargés négativement. '* D’ailleurs, des études ont
démontré que ’adhésion cellulaire est corrélée avec le degré de désacétylation du CH. 2%
De plus, puisque le CH ne possede pas de sites spécifiques aux intégrines pour lier les
cellules, il est possible de retrouver le CH modifié par certaines protéines afin de favoriser
I’adhésion cellulaire. La structure poreuse des biopolymeéres de CH favorise la migration
des cellules a travers les canaux et présente une organisation idéale pour la thérapie
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vasculaire dirigée. (Révisé dans *)

1.5.2.2 Utilisation du chitosan

Les biopolyméeres de CH sont utilisés dans des domaines trés variés comme le
traitement des eaux usées, 1’agriculture, les cosmétiques, la transformation alimentaire et la
réparation tissulaire. 2°*?” Le CH est un biopolymére bioactif possédant des propriétés trés
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diversifiées. En effet, il peut agir comme agent anti-thrombogénique ***, antibiotique
anti-tumorale. % II est employé dans une variété de systémes implantables ou injectables
afin d’effectuer la livraison d’agents thérapeutiques inhibant la resténose ou induisant
’angiogénése. > De plus, il favorise la guérison de blessures de divers tissus comme la

207-209

peau, le cartilage et les os. Le CH est capable de stimuler les fonctions cellulaires et

d’induire la relache de cytokines permettant la réorganisation des tissus conjonctifs sans
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provoquer de réaction inflammatoire ou allergique. Les biopolyméres a base de CH sont
retrouvés sous diverses formes telles qu’hydrogels, films, fibres, microsphéres ou

comprimés selon leur usage.

L’utilisation de CH dans la réparation vasculaire est de plus en plus fréquente
puisque ce polymere représente une plateforme intéressante pour les endoprothéses
biodégradables. En effet, les endoprothéses a base de CH sont des structures rigides offrant
une alternative aux endoprothéses courantes. Elles ont démontré, lors de leur utilisation
dans les modéles animaux, une grande stabilité ainsi qu’une conservation adéquate de leur
propriété élastique lors de leur déploiement dans un vaisseau. 2'° Suite a leur implantation,
la réponse vasculaire est comparable a celle observée avec les endoprothéses métalliques

nues dans les modéles porcins. '

1.5.2.3 La phosphorylcholine, une composante des biopolymeéres

La combinaison du CH avec divers composés peut entrainer une augmentation de sa
biocompatibilité en raison d’effets synergiques des différents composants. En effet,
I’incorporation de lipides a la structure du CH permet de reproduire les propriétés de la
membrane cellulaire. La phosphorylcholine (PC), est un lipide neutre de la double couche
lipidique formant la membrane cellulaire permettant 1’augmentation de la biocompatibilité
des polyméres avec lesquels elle est complexée. Au niveau cardiovasculaire, la PC est
utilisée dans la fabrication d’endoprothése vasculaire dont 1’efficacité a déja été démontrée
dans un modéle porcin. *'* La PC associée a des biopolyméres comme le CH augmente leur
solubilité¢ dans les solutions aqueuses en conditions physiologiques. '*® L’ajout de PC
améliore la biocompatibilité des biopolymeéres et peut faciliter leur rétention au site de
livraison. La nature chimique de la PC confére un certain équilibre des charges présentes
sur le polymere. Les charges positives, d’un polyméere de CH par exemple, peuvent alors
interagir avec les charges négatives de la membrane cellulaire ou des protéoglycans de la

matrice extracellulaire. Ces interactions rendent possible la rétention de cellules telles les
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CEP sur le biopolymere de CH et pourraient éventuellement favoriser les processus de la

réendothélialisation vasculaire.
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1.6 But du travail

De récentes études sur la guérison vasculaire ont démontré I’importance de la
réendothélialisation dans le controle de la resténose. Les endoprothéses vasculaires sont
désormais congues afin de limiter la formation de la néointima et 1’inhibition de la
prolifération des CE entourant la 1ésion. Au cours des dernieres années, notre laboratoire a
¢tudié I’implication de I’estrogene dans la diminution de la resténose et dans la guérison
vasculaire dans un mod¢le porcin. Ainsi, nous avons démontré que I’E2 permet
I’accélération du processus de réendothélialisation tout en inhibant la progression de la
resténose dans une arteére lorsque la livraison se fait localement. L’estrogéne se présente
comme ¢étant un agent thérapeutique idéal puisqu’il permet I’inhibition de la prolifération
ainsi que de la migration des CML tout en favorisant la survie et la prolifération des CE de
la paroi vasculaire. Cependant, pour effectuer une livraison locale sur un vaisseau in vivo,
un véhicule s’aveére nécessaire afin de maintenir la concentration d’E2 optimale tout au

long du processus de guérison vasculaire.

Lorsque nous avons débuté cette étude, les polymeres a base de CH semblaient une
avenue intéressante puisque ces polyméres présentent des caractéristiques idéales pour
favoriser la guérison vasculaire. Mon projet avait pour objectif, dans un premier temps, de
déterminer la biocompatibilité d’un polymére de CH complexé a la phosphorylcholine
(CH-PC) avec les cellules dérivées de la MO en comparaison avec la fibronectine, une
matrice couramment utilisée pour favoriser la croissance in vitro des CEP. Dans un
deuxiéme temps, il nous fallait évaluer I’impact de I’E2 sur la biocompatibilité des cellules
dérivées de la MO en culture sur un polymere de CH-PC. Afin de déterminer I’impact de
I’E2 sur la biocompatibilité¢ du polymeére, nous avons comparé I’impact de I’E2 soluble et

de I’E2 intégré au polymere de CH-PC (CH-PC-E2).

Le but de ces travaux de maitrise était de déterminer si un polymere a base de CH

est un biopolymeére adéquat pour supporter la croissance cellulaire dans le cadre d’une
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livraison cellulaire dans un vaisseau sanguin afin d’en favoriser la guérison. Les CEP en
culture dans notre modele de culture cellulaire de MO compléte représentent une source
intéressante de cellules progénitrices ayant le potentiel d’étre mobilisées au site de 1ésion
vasculaire. Cette étude se veut un premier pas dans le développement de polymere
permettant le dépot des CEP directement au site de 1ésion a 1’aide d’un véhicule assurant le
maintien des cellules progénitrices au site de réparation sans [’utilisation d’une

endoprothése permanente.
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dérivées de la moelle osseuse.
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2.1.1Lettre de I’éditeur

Dear Mrs. Tardif:

This confirms receipt of your manuscript, "PHOSPHORYLCHOLINE-MODIFIED
CHITOSAN MATRIX: AN ATTRACTIVE PLATFORM FOR PROGENITOR CELLS IN VITRO
AMPLIFICATION. ."

The Stem Cells Editorial Office will begin processing your submission as
soon as possible. However, submissions that do not include the completed
required forms and permissions, or those that deviate from file
requirements of no more than seven figures or tables, will be delayed
until all the requirements are met. If you have not done so, please
review our submission information here:
http://www.stemcells.com/SpringboardWebApp/userfiles/stemc/file/StemCells
AuthorInstfinal.pdf.

If you find that you have not met all of our requirements, you are
welcome to email Christen Brady in our office to outline your plan for
completing or amending your submission. Please be sure to refer to your
assigned manuscript number: SC-09-0692.

Thank you for your submission. We wish you continued progress in your
important research.

Sincerely,
Miodrag Stojkovic, Ph.D.

Editor
Stem Cells
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2.1.2.1 Abstract

Purpose and objectives: The reendothelialization process by mobilization of endothelial
progenitors cells (EPC) is limited in patients with cardiovascular risk factors or disease.
Therefore, methodologies to favour their recruitment are needed. Chitosan (CH), a
biopolymer can be combined to phosphorylcholine (PC) to increase its solubility or
processability within physiological environment. This study was performed to evaluate the

capacity of CH-PC polymer to influence the survival and the amplification of EPCs.

Methods and results: A murine whole bone marrow culture system was used to evaluate
the survival, migration and amplification of bone marrow-derived cells (BMDC) on CH-PC
compared to fibronectin matrix. Cell growth and organization with typical colonies were
obtained on both matrixes but only CH-PC led to spontaneous formation of tube-like
structures. CH-PC increased the proportion of hematopoietic cells (CD117") (24.7+10.9%
vs fibronectin 10.9+6.2%) and EPCs (3.14+0.7% vs fibronectin 0.25+0.1%) while
mesenchymal fraction (CD44") was decreased (78.7+4.2% vs fibronectin 92.7+0.96%).
CH-PC sustained the survival of various cell lineages including osteoblasts, smooth muscle
and endothelial cells. Finally, cell response to chemotactic signals induced in vitro by G-

CSF and FBS was still effective through the CH-PC.

Conclusion: CH-based polymer provides biocompatible matrix to promote survival and

amplification of progenitor cells including EPC.
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2.1.2.2 Introduction

Recovery of the endothelium integrity is a major factor in reducing risks of future
cardiovascular events following an initial vascular injury. It is postulated that the
mobilization and incorporation of bone marrow derived cells (BMDC) including
endothelial progenitors cells (EPC), play an important role in improving
reendothelialization of injured vessels, reducing neointima formation and favouring
recovery after myocardial infarction. "*? As the number and mobilization of EPC decrease
with age and in patients with diabetes or cardiovascular diseases such as atherosclerosis and
hypertension, >~ The effectiveness of vascular repair is strongly influenced by aging and
cardiovascular risk factors. >

Tissue engineering based on the use of biocompatible polymers provides a powerful
means to assist and accelerate the natural healing process. Chitosan, a derivative of chitin,
a component from shellfish exoskeleton, is a non-toxic, biocompatible and biodegradable
polymer that has been used for its biological activities in the engineering of various tissue.
The properties of chitosans depend on structural factors, such as molecular weight and
degree of deacetylation (DDA). ®7 Chitosan matrixes present a bioadhesive surface due to
its cationic nature which allows pH-dependant electrostatic interactions with cells at
physiological pH. ® As tissue engineering is focused on polymers that mimic the
extracellular matrix, the major inconvenient of chitosan is its lack of solubility in aqueous
media at neutral pH. ° To be used, the polymer needs to be dissolved at low pH, which
limits the range of possible applications. The development of a biopolymer soluble in
physiological condition is essential to permit its use in liquid formulations or to avoid risks
linked to incomplete neutralization of the desiccated polymer before in vivo implantation.
Chitosan can be chemically modified through conjugation and/or combination with other
biomaterials to improve its solubility at physiological pH or drug delivery properties. ' !

Thus, chitosan conjugated to phosphorylcholine (PC), a lipid head group naturally found on
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the cell membrane, is soluble in physiological condition '* As in vitro amplification of
progenitor cells is seen as the initial step in an attractive approach to compensate decreasing
number of circulating EPC in aging or cardiovascular patients, identification of an EPC-
prone polymer would represents a significant leap for pro-healing/or regenerative cell-
based vascular therapy.

In this study, we  hypothesized that CH-PC with its structure and its
biocompatibility would promote survival, migration and amplification of mouse BMDC
and more specifically of EPC in vitro. To address this hypothesis, we used a whole bone
marrow culture system, developed by our laboratory, which allows the cohabitation of both
hematopoietic stem cells and mesenchymal cells, thus preserving the bone marrow
environment. > We used this system to evaluate the cell behaviour on CH-PC compared
with fibronectin, the most commonly used matrix for progenitor cell cultures.

BMDC can be subdivided in two major populations: hematopoietic and
mesenchymal cells. We chose c-kit as a marker for hematopoietic stem cells because in the
adult bone marrow, c-kit is expressed on hematopoietic stem cells (HSC), EPC and their
believed common precursor, the hemangioblast. '*'®  Additionally, c-kit” (CD117) cells
derived from bone marrow can be endogenously recruited into the myocardium after
infarction and have been shown to be critical for HSC mobilisation into the peripheral
circulation. ' '® In our experiments, EPC were further defined by the additional expression
of three other markers CD34, CD31 and VEGFR2. °. The mesenchymal fraction consisted
of cells expressing CD44, encompassing stromal cells such as adipocytes and fibroblasts as
well as mesenchymal stem cells, able to generate various cell types including chondrocytes,
osteoblasts and adipocytes. 2 CD44 is a cell-surface receptor known to be expressed by all
mesenchymal cells and to be essential for cell structural organization by binding to
extracellular matrix components such as hyaluronan and fibronectin. ** Furthermore, in a
previous study, it was shown that co-transplantation of bone marrow-derived human
mesenchymal stem cells (MSCs) and HSCs subcutaneously in immunodeficient mice, was

more effective than MSCs alone to generate neovascularisation. *' Therefore, it was
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important to more completely test our hypothesis to maintain a whole bone marrow
preparation to recreate the bone marrow environment by maintaining mesenchymal and

hematopoietic populations in vitro.
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2.1.2.3 Materials and Methods

Preparation of CH-PC solution and film. CH powder, was obtained from Medipol
(Lausanne, Switzerland). This polymer was deacetylated to reach a polymer of 96%
degree of deacetylation (DDA), which was converted to CH-PC following a slightly
modified procedure reported previously '2. A solution of phosphorylcholine glyceraldehyde
(PC-CHO, 0.4 g, 1.64 mmol) in methanol (10 mL) was added drop wise to a solution of
deacetylated chitosan (1 g, 6.2 mmol of monosaccharide residue) in aqueous acetic acid (50
mL, 1 wt %), kept at 0 °C. At the end of the addition, the solution was stirred for 30 min at 0
°C. The pH of the reaction mixture was then adjusted to 6.5. The reaction mixture was stirred
for 1 h at room temperature, and then cooled to 0 °C; a solution of sodium cyanoborohydride
(0.8 g, 12.7 mmol, excess) in water (15 mL) was added drop wise under stirring. Thereafter,
the reaction mixture was warmed to room temperature and stirred for 20 h. The reaction
mixture was dialyzed (membrane of MWCO 12000-14000) first against water for 2 days, then
against aqueous NaOH (0.05 M) for 1 day, and finally against water for 2 days. The CH-PC
polymer was isolated by lyophilization. The PC content was determined from 'H NMR data
obtained in D20/35 wt% DCI (100/1, v/v) at 70 °C.

The CH-PC powder was dissolved in phosphate buffer (10 mM) pH 7.4 at a final
concentration of 0.5%. In the biological fume hood, the solution was filtered using a
vacuum system and used to coat 6-well culture plates (15 uL/10 mm®) and dried for 24

hours to obtain a uniform CH-PC film.

Cell culture. Six weeks old C57BL/6 female mice (Jackson Laboratoiries, Bar Harbor,
MA) were used as bone marrow donors. The animals were deeply anesthetized using
Ketamine hydrochloride (Bioniche, Belleville, On) and Xylazine (Rompum, Bayer’s Inc,
Toronto, On) and euthanised by cardiac puncture. Bone marrow cells were collected from

the dissected femurs and tibias by flushing with phosphate buffer saline (PBS, Invitrogen
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corp., Carlsbad, CA) contained 2% fetal bovine serum (FBS, Hyclone Laboratories, Logan,
UT). BMDC were plated in precoated CH-PC or fibronectin culture plates (Corning,
Corning, NY). Cells were maintained in Hematopoietic Growth Medium (HPGM Lonza,
Walkersvelle, MD) with 2 % FBS and antibiotics (penicillin-streptomycin, Invitrogen
corp.), platelet derived growth factor (PDGF, 10ng/ml, Peprotech.Inc, Rocky Hill, NJ) and
endothelial growth factor (EGF, 10ng/ml, Peprotech.Inc.) during the first 7 days.
Afterward, cells were maintained in HPGM 2% FBS without additional growth factors for
another 7 days. Cell survival, growth and organization were daily monitored over the 2
weeks period. Pictures of cell cultures at different time points were taken with an inverse
light microscope (CKX41 of Olympus) equipped with a camera (QIMAGING, QICAM,

Olympus) to obtain a computer-digitized image.

Cell migration assay. Cell migratory assays were performed using a transwell system
according to the manufacturer’s instructions (Millipore, Billerica, MA). Briefly, BDMC
were plated for one week on fibronectin. After 7 days, cells were starved for 24 hours and
removed from culture plates. BMDC were washed twice and resuspended in HPGM
(lonza) containing 0,2% FBS and antibiotics. Transwell system with polycarbonate
membrane chambers (8um pore size) in 24-well plates was used. The membrane was
coated or not with fibronectin or 0.5% solution of CH-PC and dried for 24 hours before the
assay. The lower chamber was filled with HPGM alone or with FBS (10%, Hyclone
Laboratories) or granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF; 100ng/ml, Peprotech Inc.).
As a chemoattractant specificity control, G-CSF was added in the upper and lower chamber
of selected wells. Resuspended BMDC (2, 5 x10°) was added in the top chamber. After a
5-hours incubation at 37°C, 5% CO2, the non-migrated cells were scraped out from the
upper side of the membrane, washed twice in PBS and fixed with methanol before staining
with eosin and hematoxylin (Sigma). Each condition was assessed in duplicate and all
experiments were performed at least three times. Migrated cells were counted using a light

microscope (BX45 of Olympus) equipped with a video camera (QIMAGING, QICAM,
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Olympus) to obtain a computer-digitized image. The count of migrated cells was obtained

from the mean number of five representative fields on each membrane.

Confocal microscopy. BDMC were grown for 7 or 14 days on Lab-Tek chamber slides
(Nunc, Rochester, NY) coated with fibronectin or CH-PC. Cells were washed and fixed
with 2% paraformaldhehyde. The nonspecific binding sites were blocked with normal goat
or donkey serum (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.). Cells were stained with the
following primary antibodies: polyclonal goat-anti-mouse CD31 (SantaCruz Biotechnology
Inc.), polyclonal rabbit-anti-mouse Von Willebrand factor (VWF, Abcam Cambridge, MA);
polyclonal goat-anti-rat CD14 (Santacruz Biotechnology Inc.) or rabbit-anti-human actin
smooth muscle (a-SMA; Labvision Corporation._Fremont, CA). To analyze the staining,
secondary antibodies goat-anti-rabbit Alexa Fluor 488-conjugated (Invitrogen, Carlsbad,
CA), goat-anti-rat IgG Alexa Fluor 555-conjugated (Invitrogen), donkey-anti-goat 1gG
Alexa Fluor 488-conjugated (Invitrogen) were used. Cell nucei was visualized with Topro-
3 iodine (Invitrogen). Cells were analyzed with a confocal microscope (LSM 510 of Zeiss)

using the Zeiss LSM Image Browser system.

Alkaline phosphatase assay. The alkaline phosphatase activity was analyzed using an
alkaline phosphatase kit based on naphtol AS-MX phosphate and fast violet B salt
according to the manufacturer’s instructions (sigma). Briefly, BMDC were seeded and
grown on glass slides precoated with fibronectin or CH-PC and were stained at days 7 or 14
as follow; samples were fixed by an immersion in paraformaldehyde and the alkaline dye
mixture was added and incubated at room temperature. The slides were washed and
Mayer’s hematoxylin solution was used as counterstaining. Pictures of cell cultures were
taken with a light microscope (BX45 of Olympus) equipped with a camera (QIMAGING,
QICAM, Olympus) to obtain a computer-digitized image.
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Flow cytometry. BMDC were removed from culture plates and non specific binding sites
were blocked with normal rat serum (Jackson Immunoresearch Laboratories Inc.). To
characterize cell populations, cells were incubated consecutively with the following
antibodies: for the hematopoietic markers monoclonal rat-anti-mouse CDI117
allophycocyanin-conjugated (APC, Caltag Laboratories, Carlsbad, CA), monoclonal rat-
anti-mouse CD31 fluorescein isothiocyanate-conjugated (FITC, BD pharmingen, San Jose,
CA), monoclonal rat-anti-mouse CD34 biotin-conjugated (Bio, BD pharmingen),
monoclonal rat-anti-mouse vascular endothelial growth factor receptor-2 (VEGFR2)
phycoerythrin-conjugated (PE, BD pharmingen), for the mesenchymal marker monoclonal
rat-anti-mouse CD44 (hyaluronic acid receptor) FITC-conjugated (BD pharmingen). For
the control isotypes: monoclonal rat-anti-mouse IgG2a APC-conjugated (Abcam Inc.),
monoclonal rat-anti-mouse IgG2a FITC-conjugated (Abcam Inc.), monoclonal rat-anti-
mouse IgG2a PE-conjugated, (BD pharmingen), monoclonal rat-anti-mouse IgG2a Bio-
conjugated, (Abcam Inc.). To analyze the Bio-conjugated antibody, the secondary antibody
streptavidine-ECD (Beckman coulter, Fullerton, CA) was used. Cells were analyzed with

an Altra cytometer from Beckman using the Expo32 system.

Statistic analyses Data were expressed as mean = SEM of at least three independent
experiments.  Statistical analyses were performed by one-way analysis of variance
(ANOVA) for multiple testing followed by a paired ¢ test for flow cytometry analysis and
with a Bonferroni correction for multiple comparisons for cell migratory assays.

Probability values were considered significant at P < 0. 05.
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2.1.2.4 Results

Biocompatibility of CH-PC matrix

The CH-PC polymer was developed to favour the adhesion, survival and
organization of progenitor cells derived from bone marrow. Cell adhesion and growth were
evaluated in parallel on fibronectin and on CH-PC films during a 2-weeks period.
Spreading adherent cells appeared first on fibronectin following cell seeding (data not
shown). Morphological changes indicating progression in the adhesion process occurred
faster on fibronectin with adhesion seen after 18 hours while on CH-PC, up to 24 hours
were required (data not shown). The kinetic of cell growth on both matrixes was
comparable, such that the number of colonies after 7 days in culture was similar for both
matrixes (Figure 1A and B). Colonies formed over the entire matrix and were typically
constituted of centrally located round cells and underlaying sprouts of spindle-shape cells
on the periphery. The number of colonies was not significantly different between cultures
(data not shown). Cobblestone-shaped cells covered inter-colony spaces in fibronectin-
supported cultures (Figure 1C white arrow), but not on CH-PC (Figure 1D). The adherent

cells were of stromal phenotype, the major fraction of BMDC.

Specific organization of BMDC on CH-PC matrix

Although CH-PC and fibronectin matrixes support the adhesion and survival of
BMDC, a specific impact of CH-PC polymer was suggested by the cell organization
between the colonies. The development of spontaneous capillary-like structures was
detected on CH-PC as early as day 7 (Figure 2B) but not on fibronectin (Figure 2A). These
structures appeared at the same time as colony formations and were located at their

periphery. Longer incubation time up to 14 days did not affect the differential phenotype
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between fibronectine (Figure 2C) and CH-PC (Figure 2D) cultures which in the later case,
still contained cells organized in capillary-like networks. This type of cell organization,
usually associated with neovasculature, was investigated for the expression of the
endothelial cell marker CD31. No CD31 positive cells were detected in the capillary-like
networks. (Figure2E). As pericytes were also reported to form this type of structures, the
expression of a-SMA was evaluated in CH-PC cultures. Positive staining with polar

distribution was detected in all cells part of networks (Figure 2E).

Migratory capacity of BMDC through CH-PC

Colony formation and organisation of capillary-like structures on CH-PC suggested
that migratory potential is maintained on this matrix, at least in two-dimensions. For future
applications in cell-based vascular therapy, it is necessary to determine if these cells can
maintain their ability to sense and migrate toward chemioattractant signals through the CH-
PC film. To assess BMDC functional activity with respect to their migratory capacity, a
transwell system with matrix-coated membranes was used. After a 5-hours incubation
period, the most effective migratory response was obtained with G-CSF. While the
uncoated control wells presented a significant number of migrated cells (221.7 + 6.9) which
was reduced by 24% in fibronectin-coated wells (168.2 + 9.2) and by 60% in CH-PC-
coated wells (87.6 £ 6.7), the response to G-CSF was maintained in proportion to the
control conditions (Figure 3A). When 10% FBS was used as the chemioattractant, the
reduction in the number of migrated cells was of 29% with fibronectin (113.6 + 4.6) and of
70% with CH-PC (48.4 = 4.0) when compared with uncoated membrane (160.9 + 7.8)
(Figure 3B). These results suggest that even if the two matrixes reduced the number of
migrated BMDC, the cells migratory responses to G-CSF and FBS stimulation were

maintained.
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CH-PC supports the heterogeneity of mixed BMDC cultures

As a primary approach to identify cell phenotype and distribution obtained from
BMDC grown on CH-PC or fibronectin coated glass slides, cells were analysed by confocal
microscopy after 7 and 14 days in culture for markers of hematopoietic and mesenchymal
lineages. This included qualitative expression of endothelial cell markers CD31 (PECAM)
and vWF, the myeloid marker CD14, the contractile cells marker alpha smooth muscle
actin (a-SMA) and finally an osteogenic marker, the alkaline phosphatase activity (ALP).

Using this approach, CD31" cells were detected in cultures on both matrixes for the
two time points. Comparable numbers of CD31" cells were detected mainly grouped
together in the central region of small colonies (Figure 4A to D). The location of CD31"
cells in colonies changed at day 14. Colony morphology change over time, from a typical
colony to a round structure with an empty centre, was observed only on fibronectin (Figure
4B). In contrast, at day 7, vVWF" cells were mostly isolated and located in the periphery of
colonies for both matrixes (Figure 4E and G). The number of vWE" cells and the intensity
of the emission in the cell cultures decreased with time and only a few positive cells were
detected at day 14 (Figure 4F and H) on either matrix, suggesting that cells of an
endothelial phenotype were able to grow on both matrixes.

As EPC were suggested to be derived from a myeloid origin %, we evaluated if a
CH-PC matrix could increase the survival or differentiation of CD14" cells in mixed
BMDC cultures. No CD14" cell was detected on either matrix by day 7 (data not shown).
The same result was obtained at day 14 on CH-PC while a few CD14" cells were detected
on fibronectin (Figure 41 and J). Identical results were obtained from cultures established
from different mice.

The a-SMA protein is associated with a characteristic contractile cell phenotype, at
least when expressed as long extensive stress fibers across the cell such as can be found in
smooth muscle cells. At days 7 and 14, 0-SMA" cells (Figure 4K to N) were detected on
CH-PC and on fibronectin, but with contrasting expression patterns. At day 7, the a-SMA"
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signal originated from the cell extremities on fibronectine cultures (Figure 4K) whereas, on
a CH-PC culture fewer positive cells were observed and the a-SMA" signal was located on
the cell membrane (Figure 4M). On day 14, the few cells which remained positive for a-
SMA on fibronectin had a more typical SMC phenotype with elongated actin filaments.
(Figure 4L). However, no typical SMC were detected on CH-PC, as a-SMA" cells had
only very scarce fibers or perinucleus staining (Figure 4N).

Fibronectin is an extracellular matrix protein known to promote the proliferation of
mesenchymal progenitors and to restrain their spontaneous differentiation toward the
osteoblast lineage. > Therefore, we compared osteogenic differentiation by determination
of the ALP activity among BMDC maintained 7 or 14 days on fibronectin or CH-PC. At
day 7, a comparable number of small, round and isolated cells positive for ALP activity
was detected on both matrixes (Figure 40 and P). At day 14, cells positive for ALP
activity took a flat spread-out shape on both matrixes but were more abundant on CH-PC
(Figure 4Q and R). Therefore, osteoblasts survived on both matrixes, but their proliferation

or enhanced differentiation over a two-week period was observed only on CH-PC.

Amplification of HSC and EPC on CH-PC

Our primary interest in CH-PC was to develop a matrix that could maintain the
survival and proliferation of BMDC including hematopoietic progenitor cells and
supporting mesenchymal cells. For vascular therapy applications, however, it is essential
that the EPC population can be maintained, and possibly expended, on this matrix.
Therefore, to obtain a quantitative assessment of each cell population, cells from CH-PC or
fibronectin-coated cultures were analysed by flow cytometry. The percentages of specific
cell surface markers for mesenchymal, hematopoietic and EPC were compared after 7 and
14 days in culture. At day 7, a significant increase in the percentage CD117+ cells was
detected on CH-PC, representing 20.7 = 1.9 % of the gated cell population compared to
only 999 + 1.40 % on fibronectin (Figure 5A). This finding represents a 2 fold
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amplification of the CD117+ cell fraction on CH-PC, an amplification which is also
reflected among the progenitor population CD117°CD34" cells composed 6.6+0.7 % of
BMDC on CH-PC compared to only 2.3+0.5 % on fibronectin (figure 5B). For the EPC
population, the CD117°CD34 CD31"VEGFR2" cells composed 1.23 + 0.10 % of the
BMDC on fibronectin compared to 2.88 + 0.30 % on CH-PC (Figure 5C). The proportion
of mesenchymal CD44" was also significantly different between the two matrixes with a
23% increase on CH-PC (55.0 + 3.3 %) compared to fibronectin (31.0 = 0.7 %) matrix
(Figure 6A). At day 14, the positive effect of CH-PC on the amplification of the
hematopoietic CD117" cell population (24.7 = 10.9 %) was still present when compared to
fibronectin (10.9 + 6.2 %) (Figure 5D). The proportion of CD117°CD34" and EPC on CH-
PC were maintained over time and was 5 times and 12 times higher than the percentage
found on fibronectin (3.14 + 0.7 % vs. 0.25 = 0.1 % and 8.4+2.5 % vs. 1.6+0.9,
respectively) (figure SE and F). In the case of the CD44 cell population, its proliferation
was well supported on CH-PC (78.7 £ 4.2 %), but was even more markedly amplified after
14 days on fibronectin (92.7 + 0.96 %) (Figure 6B) when compared to day 7. These results
strongly suggest that CH-PC not only supports the growth of various bone marrow cell
populations in vitro, but also, and more importantly, improves EPC amplification and

survival, compared to fibronectin.
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2.1.2.5 Discussion

Cell-based cardiovascular therapy has progressed considerably in the last few years,
with first carried out clinical trials in myocardial infarction/ischemia and heart failure
patients. (Review in 2*) Cells sources used for these therapies have also greatly diversified,
including now embryonic and adult-derived stem, progenitor and mature cells. The
capacity to amplify selective cell populations and, eventually, to improve their healing
potential through drug treatment or gene transfer in vitro remains a preoccupation. Stem
and progenitor cells differentiation potential and proliferation rate are under the control of
various growth factors and are also influenced by cell-cell interaction with supporting
stromal cells and matrix. In an ideal therapeutic approach, the artificial support used to
amplify, recruit or deliver the selected cells should be reorganized and resorbed by growing
cells and gradually replaced by the newly formed extracellular matrix and differentiated
cells. (Review in »). In the case of vascular healing, this process would result in the
recovery of a fully functional endothelium. Natural biodegradable polymers, such as
chitosan, have emerged as novel therapeutic matrixes that could favour rapid vascular
healing. ?° Chitosan-based polymers provide an ideal platform for cell-cell and cell-matrix
communications as they can be designed to promote cell attachment, viability, proliferation
and organization. *’

The CH-PC used in our experimental preparations present several enabling
characteristics, such as biocompatibility, biodegradability or capability to form three-
dimension structures. In this study, we demonstrated for the first time, that CH-PC also
supports the survival and amplification of EPC among BMDC in a mixed culture system
where hematopoietic (CD117") and mesenchymal (CD44") cells co-exist. Cell adhesion,
spreading and proliferation are sequential reactions following cell seeding and are crucial

steps to estimate the optimal survival on novel materials. ** The first step, adhesion, is
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triggered by specific recognition of integrin receptors with the adhesive peptide domains.
This takes place on fibronectin, but CH-PC does not provide such specific biological cues
for the cells. **° Nonetheless, after a delay of a few hours cell adhesion is recovered and
CH-PC films offer an adequate binding surface for BMDC. Indeed, such a polymer can
promote cell adhesion by electrostatic interactions between positive charges on the polymer
and negative charges on cell surface

One of the major interests to use given types of polymer for stem cell growth or
delivery is that physio-chemical properties of the supporting matrix impact on the three-
dimensional microenvironment thought to influence/control genes and properties that
define « stemness » of the stem cells, i.e. self-renewal or development to committed cells.
31 As colony-forming units in progenitor cell cultures are an indirect measure of stem cell
number, their presence and growth over the 2-weeks period suggest that CH-PC supports
the survival and amplification of progenitors of the BMDC as well as fibronectin.
Moreover it indicates that in addition to mature cells, a significant proportion of BMDC
remain at their progenitor stage.

In addition to colony-forming units, on CH-PC matrix only, spontaneous capillary-
like structures formed without addition of growth factors, suggesting that such cell

32 1t is known that mature

organization is principally triggered by the polymer structure.
endothelial cells go through morphological changes when exposed to sugar-modified
chitosan, going from round to flat cobblestone-like shape. They can either proliferate or
aggregate to form colony networks or, without the addition of growth factors, create
circular structures resembling capillary sections. > Progenitor cells secrete angiogenic
cytokines such as VEGF or G-CSF and exert paracrine effects on other types of cells,
which might improve angiogenesis by favouring the proliferation of endothelial and other

progenitor cells. ** *°

The presence of angiogenic factors and the three-dimension
arrangement of the polymer can modulate cell organisation. As such, it may lead to
morphological changes of mesenchymal cells which adopt a fibroblasts-like phenotype. *°

The presence on CH-PC of capillary networks of CD31" elongated cells could suggest that
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these structures may be of mesenchymal origin. Pericytes are mesenchymal-like cells
associated with the wall of small blood vessels which contain a variety of proteins typical

37-39

of contractile cells, such as a-SMA detected in the cultures examined here. Pericytes

are involved in the earliest stages of neovascularization and contribute to endothelial cells

40, 41 Moreover, several observations

recruitment in newly formed capillary sprouts.
indicate that angiogenesis involves also the recruitment of circulating bone marrow derived
progenitor cells **.

This study also demonstrates that CH-PC provides a microenvironment suitable for
the maintenance of various types of BMDC of mesenchymal and hematopoietic origins,
including EPC. We investigated the capacity of CH-PC to sustain mixed cell populations
including mature and progenitor cells to maintain the vascular healing potential. CH-PC
cultures were shown to support the growth of a heterogeneous population of cells with
different phenotypes including endothelial, contractile, and osteoblastic cells. CD31" cells
were centrally agglomerated in the colonies in the case of CH-PC cultures while they
adopted a pericentric distribution inside the colonies on fibronectin, a difference easily
detected at day 14. CD31 is mainly expressed at the contact junction of mature endothelial
cells but can also be found on the cell surface of hematopoietic and immune cells including
platelets, neutrophils, monocytes, megakaryocytes, natural killer cells, and some T cells.**:
* As only a few CD14" cells were detected in the cultures with none located in the
colonies, it can be excluded that CD31" cells are monocytes. Even if EPC can also be
derived from a myeloid origin ** as supported by studies where transferred CD14" cells
improved vascularisation after hind-limb ischemia, * such myeloid precursors were not
maintained in our culture conditions and this, on both matrixes. The presence of colony
forming units with CD31" cells is not by itself a proof of the presence of EPC, since other
types of progenitors such as granulocytes and lymphocyte precursors also form these types
of units. In the literature, cell organization and morphology in the colonies and analysis of

cell surface markers are commonly measured by flow cytometry '° Remarkably, little is

known on the identity and organization of cells inside the colony forming units visualized
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by confocal microscopy, an approach that could bring some light on the collaboration
between mature and progenitor cells to maintain their survival and to modulate their
proliferation. In our cultures, vWF" cells, a marker of mature endothelial cells, were found
on both matrixes in periphery of colonies. This result suggests that mature endothelial cells
are able to grow on both matrixes. The reduction in the number of vVWF" cells with time
(day 14) could imply a gradual loss in mature endothelial cells in vitro that could be due to
overgrowth by other cell types. However, this reduction could also be associated to the
constitutive release of vVWF in the culture media. Other cell types found on CH-PC as well
as on fibronectin included contractile cells with a pericyte-like 0-SMA" labelling ** and
cells with alkaline phosphatase activity. Alkaline phosphatase activity is up-regulated
during osteoblast differentiation *° and is an indicator of osteogenic differentiation. The
increase in the frequency of ALP" cells over a 2-weeks period specifically on CH-PC
indicated that on this matrix, mesenchymal stem cells can spontaneously differentiate, at
least toward the osteogenic lineage. These results from contrast and confocal microscopy
highlight the capacity of both matrixes to provide a microenvironment that maintains a
heterogeneous population of cells but with significantly specific differences that could have
an impact on the vascular healing potential of the amplified cells.

EPC are considered major players in the vascular healing process as their
mobilization to lesion sites and their integration into the vascular wall contribute to the
reendothelialization mechanism. ' **® EPC corresponded to a small proportion among
CDI117" cells at tested times on both matrixes but represent a more mature endothelial
progenitor cells than CD117°CD34". Our analysis revealed that the progenitor proportion
of CD117"CD34" cells was a very small portion of CD117" cells on fibronectin. However,
on CH-PC this portion was more important for all tested times. The loss of EPC on
fibronectin over time compared to CH-PC matrix was explained by the decreased
expression of CD31 by EPC between day 7 and 14. Moreover, our results demonstrate that
the CH-PC polymer not only allowed growth and survival of EPC but even seemed to

favour them, compared to fibronectin. * The porous structure of CH-PC may lead to
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optimal communication between stromal and haematopoietic cells, allowing cell migration,
differentiation and proliferation as well as optimal paracrine exchanges determinant for
progenitor cell behaviour. The nature of the matrix can influence cell survival,
proliferation and differentiation through the control of the bioavailability of growth factors
through the retention effect. * The biological consequences of the matrix-bound growth
factors are related to their controlled release. Natural matrixes are able to limit the
diffusion of soluble factors, and thus provide a local store of biologically active molecules
that persists after growth factor production has ceased. >’ Moreover, local concentration and
biological activity of growth factors can be modulated by their interaction with the
polymer. ** Growth factors bind to the negatively charge group of proteoglycan of the
extracellular matrix by their basic amino acid clusters. > CH-PC, although globally
positively charged, may interact with growth factors via the zwitterionic PC groups. The
cell culture system with mixed cell populations formed on CH-PC matrixes may represent a
favorable environment for EPC survival and amplification with combination of production
of growth factors by BMDC and their retention into the matrix, a remarkable advantage
towards vascular healing of in vitro amplified BMDC.

CH-PC matrixes also need to allow BMDC migration toward the targeted vascular
bed so that they can contribute to the reendothelialization process. In our in vitro
experiments, BMDC were able to sense and migrate through a CH-PC coated filter in
response to two chemotactic signals, G-CSF and FBS. Electrostatic interactions between
BMDC and CH-PC polymer could explain delayed migration through the polymer

compared to fibronectin. **
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2.1.2.6 Conclusion

In this study, we demonstrate that the CH-PC biopolymer supports the adhesion and
proliferation of BMDC in a mixed culture system maintaining the heterogeneity of the cell
population. Most importantly, it is a matrix compatible with progenitor cells which allow a
positive amplification and an improved survival of the EPC over two weeks when
compared to fibronectin. In addition, the CH-PC coating did not hinder the capacity of
BMDC to migrate toward chemoattractant signals. Thus CH-PC represents an attractive
platform for the amplification of progenitor cells in vitro, with qualities that could be
promising as a progenitor cell delivery system to promote vascular healing in future in vivo

applications.
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2.1.2.9 Legends

Figure 1: Survival, adhesion and organization of BMDC. Colony formation observed
after 7 days and 14 days on the fibronectin (A, C) and the CH-PC (B, D) matrixes. In
fibronectin-supported cultures, cobblestone shape cells cover inter-colony spaces. (white

arrows) (10X).

Figure 2: Capillary-like network organization of BMDC. Cell organization of BMDC
was observed at days 7 and 14 on fibronectin (A, C) and on CH-PC (B, D). Spontaneous
capillary-like network were observed only on the CH-PC (white arrows) and were stained

for CD31 (E) and a-SMA (F) (10X).

Figure 3: Migratory activity of BMDC. Migration through uncoated membrane (UM),
membrane coated with fibronectin (F) or CH-PC 0,5% (C) in a transwell system in
response to GCSF (A) and FBS (B). Results of 3 experiences are presented. * p<0,05 vs ctlr
GSCF and HPGM respectively. I p<0,05 vs same stimulation on F and UM.

Figure 4: Evaluation of the heterogeneity of mixed BMDC cultures. Expression of
markers for endothelial cells CD31" (A-D) and vWf  (E-H), cells of myeloid origin
(CD14") (I-]), contractile cells (a-SMA") (K-N) and osteoblasts (ALP activity) black
arrows (40X) (O-R) were analyzed by confocal microscopy at days 7 and 14 on fibronectin

and CH-PC.

Figure 5: Characterization of hematopoietic cell populations. Evaluation in flow
cytometry of hematopoietic (CD117"), progenitor cells (CD117+ CD34+) and EPC
(CD117" CD34" CD31" VEGFR-2") respectively on fibronectin (FN) and on CH-PC at day
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7 (A, B, C) and 14 (D, E, F). The results of 4 experiences are presented. * p<0,05

compared to fibronectin.

Figure 6: Characterization of mesenchymal cell populations. Evaluation in flow
cytometry of and stromal cells (CD44") respectively on fibronectin (FN) and on CH-PC at
day 7 (A) and 14 (B). The results of 4 experiences are presented. * p<0,05 compared to

fibronectin.
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2.1.2.10 Figures
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2.2.1.1 Abstract

Purpose and objectives: Methodologies to favour vascular healing to prevent delayed
reendothelialization following vascular injury are needed. Local delivery of 173-estradiol
and endothelial progenitor cells (EPC) using a biopolymer as phosphorylcholine modified
chitosan (CH-PC) could enhance this process. This study was performed to evaluate the
capacity of E2-conjugated CH-PC (CH-PC-E2) to favour EPC survival and amplification.
Methods and results: A murine whole bone marrow culture system was used to evaluate
adhesion and amplification of bone marrow derived cells (BMDC) on CH-PC-E2 compared
to CH-PC and fibronectin matrixes with soluble E2. Soluble E2 or conjugated to CH-PC
did not induce toxic effects or improve cell proliferation. CH-PC-E2 was the most
effective matrix to increase the proportion of hematopoietic (7.7+1.2% compared to CH-PC
2.4+0.65% and fibronectin 0.98+0.2%) and EPC fraction (2.31+0.3% compared to CH-PC
0.2+£0.05% and fibronectin 0.03+0.01) while mesenchymal fraction was decreased
(82.4£5.2%) when compared to CH-PC (94.7+£1.2%) and fibronectin (89.443.0%).
Moreover, all matrixes preserved the heterogeneous morphology of cell populations. The
E2-conjugated CH-PC did not prevent cellular response to chemoattractant. Finally, the E2-
induced migratory activity of BMDC in a transwell system was reduced by half but not
abrogated on CH-based matrixes.

Conclusion: CH-PC-E2 provides biocompatible matrix to promote survival and

amplification of EPC.
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2.2.1.2 Introduction

Cardiovascular diseases are a major cause of death in the western world and have
led to many investigations to understand the progressive pathogenic event and to identify
possible therapeutic approaches. On the side of pharmacological treatments, tissues and
organ regeneration are viewed as predominant avenues. Based on the mobilization and
recruitment of small population of self-renewing stem and progenitor cells, accumulating
evidences suggest that bone marrow-derived circulating endothelial progenitor cells (EPC)
contribute to the vascular repair and the reendothelialization processes. [1] Recruitment of
EPC at the vascular bed was shown to counteract endothelial dysfunction and delayed
reendothelialization, central events in the development of atherosclerotic lesions. [2]
Numerous physiological and pathological stimuli can influence the number of EPC such as
pro-inflammatory cytokines [3], estrogens [4], growth factors [5] and physical activity. [6]

As the number and mobilization of circulating EPC are lowering with age and
decreased in patients with cardiovascular diseases, effectiveness of vascular repair is
strongly influenced by aging and cardiovascular risk factors. [7, 8]  Therefore,
methodologies to favour EPC mobilization at the lesion site are needed. Local drug or
progenitor cells delivery on scaffold at the lesion site could accelerate the
reendothelialization process. A promising drug for this application is 17B-estradiol (E2).
We, and others, have demonstrated that local delivery of E2 improved reendothelialization

and decreased neointima formation in a porcine model of coronary injury. [9, 10] We also
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demonstrated in vitro that E2 had a positive influence on vascular cells. Indeed, estrogens
mediate proliferation and migration of endothelial cells while it inhibits the same processes
in smooth muscle cells. [11, 12] Positive influence of E2 has also been demonstrated on
other cell type such as EPC by increasing their bone marrow-located production and their
senescence or apoptosis inhibition. These phenomenons amplify the circulating level of
these cells and perhaps increase cell recruitment at the lesion site. [4]

In a scenario of reduced endogenous EPC, direct delivery of exogenous progenitor
cells combined with E2 at the vascular injury site may significantly improve vascular
healing and function. An adequate delivery vehicle is a biodegradable biopolymer which
allows simultaneously the bioavailability of E2 and a biocompatible matrix for progenitor
cells. An interesting biopolymer for this application is chitosan (CH), a component of
shellfish exoskeleton obtained by alkaline deacetylation of chitin. Presently, CH is used in
tissue engineering for it intrinsic properties such as non-toxicity, biocompatibility and
biodegradability and for its biological activities including promotion of wound healing
process. As so, it is used in various fields for tissue engineering in bone, cartilage, vascular,
nerve and skin repair but also as a drug delivery system. [13-18] Increasing its
biocompatibility with cells and surrounding tissues at the delivery site is a central event for
the vascular healing purpose. Linking phosphorylcholine (PC) groups to poor water
soluble polymers, like chitosan, results in a significant enhancement of their solubility at

physiological pH conditions. [19]
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In previous work, we have demonstrated that CH-PC represents an attractive
platform for the amplification of progenitor cells in vitro, with qualities that could be
promising as a progenitor cell delivery system to promote vascular healing in future in vivo
applications. In this study, we have demonstrated that CH-PC considerably increases the
EPC fraction among BMDC compared to fibronectin. (In press) As the marker for
hematopoietic stem cells c-kit (CD117) is expressed in adult bone marrow by
hematopoietic stem cells (HSC), EPC and their believed common precursor, the
hemangioblast. [20-22] Expression of c-kit have been shown to be critical for HSC
mobilisation into peripheral circulation and those cells can be endogenously recruited into
myocardium after infarction. [23, 24] In our experiments, EPC were further defined by the
additional expression of three other markers CD34, CD31 and VEGFR2. [1] The
mesenchymal fraction consisted of cells expressing CD44, encompass stromal cells such as
adipocytes and fibroblasts as well as mesenchymal stem cells, able to generate various cell
types including chondrocytes, osteoblasts and adipocytes. [25] CD44 is a cell-surface
receptor known to be expressed by all mesenchymal cells and to be essential for cell
structural organization by binding to extracellular matrix components such as hyaluronan
and fibronectin. [25]

In the actual study, we hypothesized that E2 could further increase the positive
effects of CH-PC on BMDC and more specifically on EPC. To address this hypothesis, we
used a whole bone marrow culture system, developed by our laboratory, which allows the

cohabitation of both hematopoietic stem cells and mesenchymal cells to mimic the bone



97

marrow environment. [26] In a previous study, it was shown that co-transplantation of
bone marrow derived human mesenchymal stem cells (MSCs) and HSCs subcutaneously in
immunodeficient mice, was more effective than MSCs alone to generate
neovascularisation.[27] Therefore, it was important that the whole bone marrow be
maintained to recreate the bone marrow environment by maintaining mesenchymal and
hematopoietic populations in vitro. We used this system to evaluate the cell behaviour on
the CH-PC-E2 compared to soluble E2 on CH-PC or on fibronectin, the commonly used

matrix for progenitor cell cultures.
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2.2.1.3 Materials and Methods

CH-PC solution preparation. CH powder, originating from crab was obtained from
Medipol (Lausanne, Switzerland). The polymer was prepared by further deacetylation from
a commercial sample with a 96% degree of deacetylation (DDA). CH-PC was prepared
following a previously reported procedure with slight modifications. [19] Briefly, a
solution of PC-CHO (0.4 g, 1.64 mmol) in methanol (10 mL) was added drop wise to a
solution of deacetylated chitosan (1 g, 6.2 mmol of monosaccharide residue) in aqueous
acetic acid (50 mL, 1 wt %), kept at 0 °C. At the end of the addition, the solution was
stirred for 30 min at 0 °C. The pH of the reaction mixture was then adjusted to 6.5 by
adding aqueous NaOH (1.0 M). The reaction mixture was stirred for 1 h at room
temperature, and then cooled to 0 °C; a solution of sodium cyanoborohydride (0.8 g, 12.7
mmol, excess) in water (15 mL) was added drop wise under stirring. Thereafter, the
reaction mixture was warmed to room temperature and stirred for 20 h. The reaction
mixture was dialyzed (membrane of MWCO 12000-14000) first against water for 2 days,
then against aqueous NaOH (0.05 M) for 1 day, and finally against water for 2 days. The
CH-PC polymer was isolated by lyophilization. PC content was determined from H NMR

data obtained in D20/35 wt% DCI1 (100/1, v/v) at 70 °C.
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Synthesis of E2 modified chitosan-phosphorylcholine. E2-modified phosphorylcholine-
substituted chitosan (denoted CH-PC-E2 with 1.9 mol %) was prepared by the reaction of
the amine groups of CH-PC and the NHS-activated carboxylic acid groups of E2 17-
hemisuccinate. The procedure is illustrated in the following for the synthesis of CH-PC-E2.
CH-PC (200 mg, about 1.2 mmol of monosaccharide) was completely dissolved in aqueous
acetic acid (20 mL, 1 wt %), and E2 -NHS ester in DMF was added dropwise. The reaction
solution was stirred at room temperature for 24 h, and then precipitated in acetone (200
mL). The gel-like product was collected by centrifugation, washed with fresh acetone for 3
times, and then suspended in water and dialyzed against deionized water for further
purification. Solid product was obtained by lyophilization.

CH-PC and CH-PC-E2? films preparation. The CH-PC and CH-PC-E2 flocculent powder
was diluted in phosphate buffer (10mM) pH 7.4 at a final concentration of 0.5%. In the
biological fume hood, the solution was filtered using a vacuum system and used to coat 6-
well culture plates (15 uL/10 mm?®) and dried for 24 hours to obtain a uniform chitosan-

base polymer film.

Cell culture. Six weeks old C57BL/6 female mice (Jackson Laboratoiries, Bar Harbor,
MA) were used as bone marrow donors. The animals were deeply anesthetized using a
mixture of ketamine hydrochloride (Bioniche, Belleville, On) and xylazine (Rompum,
Bayer’s Inc, Toronto, On). Euthanasia was performed by blood draining through cardiac

puncture. Bone marrow cells were collected from the dissected femurs and tibias by
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flushing with phosphate buffer saline (PBS, Invitrogen corp., Carlsbad, CA) contained 2%
fetal bovine serum (FBS, Hyclone Laboratories, Logan, UT). BMDC were washed twice
and plated in precoated CH-PC or fibronectin 6-well culture plates (Corning, Corning, NY).
Cells were maintained in Hematopoietic Growth Medium (HPGM Lonza, Walkersville,
MD) with FBS 2% and antibiotics (penicillin-streptomycin, Invitrogen corp.), platelet
derived growth factor (10ng/ml) (PDGF, Peprotech Inc, Rocky Hill, NJ) and endothelial
growth factor (10ng/ml) (EGF, Peprotech Inc.) during the first 7 days. Afterward, cells
were maintained in HPGM 2% FBS without additional growth factors for another 7 days.
The culture media was changed every 3 days for a total of 14 days. Cell survival, growth
and organization were daily monitored over the 2 weeks period. Pictures of cell cultures at
different time points were taken with an inverse light microscope (CKX41 of Olympus)
equipped with a camera (QIMAGING, QICAM, Olympus) to obtain a computer-digitized

image.

Cell proliferation and colony forming units count. BMDC were plated on fibronectin,
CH-PC or on CH-PC-E2. Soluble E2 (Sigma, St. Louis, MO) was added in dose dependant
manner (10"° M to 10® M), for two-week treatment in CH-PC coated wells. After
treatment, total colony forming units in each well were visualized with an inverse light
microscope (CKX41 of Olympus) and were counted. Cells were removed from culture
plates and total cell count was performed with a haemocytometer (Hausser Scientific,

Horsham, PA). The toxicity assay at day 7 and 14 was achieved by cell count of necrosis
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trypan blue (Invitrogen corp.) positive cells. Mortality rate was obtained by the ratio of

trypan blue positive cells over total number and expressed in percentage.

Flow cytometry. To characterize cell populations obtained on each matrix, non specific
binding sites on BMC were blocked with normal rat serum (Jackson Immunoresearch
Laboratories Inc.) and after cells were consecutively incubated with the following
antibodies: for the hematopoietic markers monoclonal rat-anti-mouse CDI117
allophycocyanin-conjugated Ab (APC, Caltag Laboratories, Carlsbad, CA), monoclonal
rat-anti-mouse CD31 Ab (platelet endothelial cell adhesion molecules-1, PECAM)
fluorescein isothiocyanate-conjugated Ab (FITC, BD pharmingen, San Jose, CA),
monoclonal rat-anti-mouse CD34 biotin-conjugated Ab (Bio, BD pharmingen), monoclonal
rat-anti-mouse vascular endothelial growth factor receptor-2 Ab (VEGFR2) phycoerythrin-
conjugated (PE, BD pharmingen), for the mesenchymal markers monoclonal rat-anti-mouse

CD44 (hyaluronic acid receptor) FITC-conjugated Ab (BD pharmingen). For the control

isotypes: monoclonal rat-anti-mouse [gG2a APC-conjugated Ab (Abcam Inc.), monoclonal
rat-anti-mouse [gG2a FITC-conjugated Ab (Abcam Inc.), monoclonal rat-anti-mouse IgG2a
PE-conjugated Ab (BD pharmingen), monoclonal rat-anti-mouse IgG2a Bio-conjugated Ab
(Abcam Inc.). To analyze the Bio-conjugated Ab, the secondary Ab streptavidine-ECD
(Beckman coulter, Fullerton, CA) was used. Cells were analyzed with an Altra cytometer

from Beckman using the Expo32 system.
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Cell migration assay. Cell migratory assays were performed using a transwell system
according to the manufacturer’s instructions (Millipore, Billerica, MA). Briefly, BMDC
were plated for one week on fibronectin. After 7 days, cells were starved for 24 hours and
removed from the 6-well culture plates with a solution of EDTA (Sigma). BMDC were
washed twice and resuspended in HPGM (Lonza) containing 0,2% FBS and antibiotics.
Transwell system with polycarbonate membrane chambers (8um pore size) in 24-well
plates was used. The membrane was coated or not with fibronectin or 0.5% solution of
CH-PC or CH-PC-E2 and dried for 24 hours before the assay. The lower chambers were
filled with HPGM alone or with different concentrations of E2 (10 M to 107 M). As a
chemoattractant specificity control, E2 at 10 M was added in the upper and lower chamber
of selected wells to abolish migration. The membrane chamber was repositioned into the
feeder tray and BMDC (2.5 x10°) diluted in media were added in the top chamber. After 5
hours of incubation at 37°C, 5% CO,, the non-migrated cells were scraped out from the
upper side of the membrane with a plastic policeman, washed twice in PBS and fixed with
methanol before staining with eosin and hematoxylin (Sigma). The membranes were cut
out from the plate and mounted on a glass slide. Each condition was assessed in duplicate
and all experiments were performed at least three times (bone marrow from different mice).
Migrated cells were counted using a light microscope (BX45 of Olympus) equipped with a
video camera (QIMAGING, QICAM, Olympus) to obtain a computer-digitized image. The
count of migrated cells was obtained from the mean number of five representative fields on

each membrane
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ER-a protein expression. BMDC were plated in 6-well culture plates coated with
fibronectin, CH-PC-E2 or on CH-PC in presence of a dose response curve of soluble E2
(10" M to 10™® M) and were lysed 7 or 14 days later for western blot analysis. For this
analysis, equal amount of total protein was loaded and migrated on 10% SDS-PAGE
(Biorad) under reducing conditions and transblotted onto polyvinylidene difluoride
membrane (Millipore, Bedford, MA). Membranes were incubated overnight with
polyclonal rabbit anti-mouse estrogen receptor-alpha antibody (Ab) (ERo Santa Cruz
Biotechnology Inc.). Visualization of protein bands was achieved with an anti-rabbit 1gG
horseradish peroxydase conjugated Ab (Jackson Immunoresearch, West Grove, PA) and a
chemoluminescence reagent (Pierce, Rockford, IL). Membranes were stripped with Re-Blot
plus (International Chemicon) and total protein expression was determined with a
monoclonal rabbit-anti-mouse Ab to glyceraldehydes-3-phosphate deshydrogenase
(GAPDH, Applied Biosystems, Foster city, CA). Results are presented as the relative
expression of ERa protein normalized with the expression of GAPDH using a digital image
densitometry (Biorad). To compare different experiments all values are expressed in

comparison with CH-PC normalized at 100%.

Statistical analyses. Data were expressed as mean = SEM of at least three independent
experiments. Statistical analyses were performed by one-way analysis of variance
(ANOVA) for multiple testing following by a paired ¢ test for flow cytometry analysis on

fibronectin and with a Dunnett multiple comparison tests were for proliferation assays, cell
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migratory assays and flow cytometry analysis on CH-PC. Probability values were

considered significant at p<0,05.
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2.2.1.4 Results

E2 effects on BMDC cultivated on fibronectin matrix

E2 was demonstrated to positively influence progenitor cells. Indeed, E2 increases
the number of EPC in vitro and decreases their apoptosis rate. [4] At the beginning of this
study, we first determined the effect of a dose range of soluble E2 on the proliferation rate
of BMDC populations in a mixed culture system grown on fibronectin, the reference matrix
in the literature for progenitor cells culture. [28] The range of E2 concentrations was
selected to cover physiological levels, from 10® M to 107" M. [29] Total cell counts
without cell populations discrimination were achieved after 14 days revealed no pro-
proliferative effects of E2 at the 3 tested doses, on fibronectin (Figure 1A) (10 M
192.0+38.6, 10° M 188.3+34.7, 10"'°M 188.8+37.2 and HPGM 175.3+37.0). In parallel,
no toxic effect of E2 even at 10°*M, was observed on BMDC after 14 days (FigurelB) (E2
at 10° M 20.5+3.9, 10° M 20.9+2.1 and 10"°M 20.6+1.0) when compared to fibronectin

alone (HPGM 20.4+£3.9).

Amplification of mesenchymal and haematopoietic fraction by E2 on fibronectin

matrix
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A global analysis of a mixed cell culture may not allow discriminating E2 effects on
the proliferation/inhibition of BMDC growth. Thus, we have investigated the capacity of
soluble form of E2 to influence specifically defined populations among BMDC obtained on
fibronectin coated plates. Using a more refined approach the percentage of cells expressing
selected cell surface markers for mesenchymal, hematopoietic and EPC lineage was
determined by flow cytometry analysis after one week treatment with E2 and for a total of
two weeks in culture. E2 increased significantly by 12% the proportion of CD44" cells
(85.6£1.1%) compared to culture in media HPGM alone (75.6 £2.1%) (Figure 2A). E2
increased also the proportion of CD117" cells (0.54+0.08%) by 22% compared to HPGM
alone (0.424+0.04%) (Figure 2B). However, when using an even more restricted and very
scarce EPC population defined by positive expression of CD117, CD34, CD31 and
VEGFR-2, the soluble E2 at 10°M did not increase significantly their percentage

(0.05+0.03% compared to HPGM 0.06+0.05%) (Figure 2C).

Biocompatibility and BMDC organization on CH-PC and CH-PC-E2 matrixes

We have determined that E2 promotes the amplification of CD44" mesenchymal
and CD117" haematopoietic cells fractions on fibronectin. In a recent study, we have
demonstrated that phosphorylcholine modified chitosan polymer can favour BMDC
survival and amplification, an effect particularly effective on EPC. (In press) To further

maximize progenitor amplification, we assessed the capacity of E2 in its soluble form or
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conjugated directly to the polymer to improve cell BMDC survival and amplification on
CH-PC matrix. Cell adhesion and growth were evaluated in parallel on fibronectin, the
control matrix, and on CH-PC-based films for a two-week period. Morphological changes
with cell spreading indicating progression in the adhesion process, occurred faster on
fibronectin with adhesion seen after 18 hours while on CH-PC and CH-PC-E2, up to 24 and
to 42 hours were required, respectively (data not shown). Cell organization and kinetic of
growth were evaluated on CH-PC, CH-PC-E2, and fibronectin coated culture dishes. In all
cases, colony forming units (CFU) rapidly develop by day 7 and expand in size by day 14
(Figure 3A to F) with comparable cellular organization. Colonies were found over each
matrixes and were typically constituted of centrally located round cells and underlaying
sprouts of spindle-shape cells at the periphery after 14 days in culture (Figure 3D, E and F).
We observed the development of spontaneous capillary-like structures located at the
periphery of colonies on CH-PC-E2, on CH-PC but not on fibronectin (data not shown). In
previous work we have determined that cells in the capillary-like network on CH-PC were
CD31" and a-SMA". (In press) While in fibronectin-supported cultures only, cobblestone
shaped cells covered inter-colony spaces (Figure 3F). As CFU are an indirect measure of
stem cells number in vitro, colony counting was performed at day 14 to address the
clonogenic potential of each type of culture (Figure 3G). The numbers of colonies were not
different on CH-PC with the differents doses of soluble E2 (10® M 25.443.4, 10° M
26.2+3.7, 10" M 13.4+2.4). On the contrary, the colony number on CH-PC with soluble

E2 at 10" M was significantly lower than with CH-PC alone. CH-PC-E2 polymer
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(18.2£2.5) led to a significantly lower number of colonies compared to CH-PC (26.4+1.3).
Similar reduction in the number of colonies was obtained on CH-PC when soluble E2 at 10

' M was added. Surprisingly, at other soluble E2 concentrations tested this effect was lost.

Effects of E2 on BMDC growth and mortality on CH-PC

As a next step in the evaluation of the biocompatibility of the CH-PC-E2 matrix
with BMDC culture system, we evaluated its ability to stimulate cell proliferation and
decrease mortality rate compared to CH-PC supplemented with soluble E2. The
proliferation and mortality rate of BMDC were investigated at day 7 and 14. As the exact
dose of bioavailable E2 released from the CH-PC-E2 has not be determined yet, a curve of
soluble E2 was used to compare the pattern of cell response on CH-PC with CH-PC-E2. At
day 7, the number of BMDC on CH-PC-E2 (181.8+16.5) was comparable to CH-PC
(228.2+26.8) (Figure 3A). The addition of soluble E2 at 10° M in the CH-PC coated
cultures increased the number of BMDC compared to CH-PC-E2 (283.6+15.3 vs
181.8+16.5). In contrast, there was no significant difference between CH-based matrix
with soluble E2 and fibronectin (292.6+9.0) except for CH-PC with 107'° M (198.8+8.9)
and CH-PC-E2 which appeared lower. At day 14, total cell number was amplified at least
two times compared to day 7 (Figure 3B) but no significant differences persisted in cell

count between matrixes in presence or not of E2 (CH-PC-E2 580.5+119.7 CH-PC
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554.5+143.87 or with soluble E2 at 10° M 789.0460.1, 107 M 764.0+82.8, 10"’ M
614.0+121.5 and fibronectin 656.5+74.9)

In the same set of cultures, we assessed mortality rate to determine if the difference
in the proliferation rate observed at day 7 between matrixes with or without E2 could be
associated with an effect on the mortality rate. (Figure 3C) At day 7, mortality rate of
BMDC on CH-based matrixes alone (CH-PC-E2 24.7+1.1%, CH-PC 27.6+2.9%) or with
soluble E2 (10 M 28.5+2.3%, 10 M 22.7+£1.9% and 107" M 25.1+£2.0%) appeared not
significantly different. However, CH-based polymer with or without E2, favoured
significantly a higher mortality rate than fibronectin (13.8+1.1%). This corresponds to a
reduction of approximately 2 times on fibronectin compared to other conditions with the
striking exception of CH-PC with E2 at 10°M (18.9£1.3%). In this case only, E2
significantly reduced mortality rate of BMDC on CH-PC compared to the polymer alone.
At day 14, mortality rate was globally reduced by half compared to day 7 (Figure 3D). CH-
PC-E2 (13.3£1.1%) tends to reduce cell mortality rate compared to CH-PC (18.2+1.3%).
CH-PC-E2 significantly reduced the cell mortality compared to CH-PC with soluble E2
(10° M 13.8+1.6%, 10° M 16.7+1.0%, and 10"° M 17.942.2%) but not compared to
fibronectin (16.0+1.2%). These results suggest that over the tested time frame, differences
in kinetic of growth and mortality can be distinguished between matrixes but also in

relation to the delivery form of E2.
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Characterization of cell populations among BMDC on CH-PC

As demonstrated in our results on the effects of E2 on BMDC grown on fibronectin,
the response of specific cell populations could be hidden when a global analysis approach is
taken. To more selectively compare the BMDC amplification response to soluble and
conjugated E2 in CH-PC, coated culture cells were analysed by flow cytometry. The
percentages of specific cell surface markers for CD44" mesenchymal, CD117"
haematopoietic and EPC among BMDC was addressed after 7 and 14 days. (Figure5). To
compare the impact of CH-PC matrixes with soluble E2 to CH-PC-E2, a comparative curve
of stimulation was performed with BMDC grown on CH-PC with a dose range of E2 from
10° to 10" M.

At day 7, no significant difference in the percentage of CD44" cells was observed
compared to CH-based matrixes alone or with soluble E2 at, 10® M (57.7+5.2%), 10°M
(62.241.9%) and 10"°M (60.6+4.2%) (Figure 5A). On the contrary, we obtained a
significant difference between both CH-based matrixes as they represented 50.8+0.9% of
the cell population on CH-PC-E2 vs. 61.4+6.4% on CH-PC alone. E2 conjugated form
appeared to lead a lower number of CD44" cells than the soluble form at the tested
concentrations but this difference was not significant. Fibronectin (21.0+£3.3%) lead to the
lowest proportion of CD44" cells. This corresponds to a 2 time amplification of the CD44"
cell fraction on CH-based matrixes compared to fibronectin. In the case of the CD117"

haematopoietic cells (Figure 5B), we observed a strong amplification on CH-based
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matrixes (CH-PC 9.942.3% and CH-PC-E2 19.5+3.2%). Soluble E2 at 10 M (14.2+0.8%),
10°M (14.8+3.0%) and 107'°M (13.4+£2.2%) did not further increase the amplification of
CD117" cells on CH-PC alone or on CH-PC-E2. In opposition, CH-PC-E2 was capable of
stimulating a significant higher proportion of CD117+ cells compared to CH-PC alone.
Finally, fibronectin coated-condition also led a lower proportion of c-kit" (2.5+0.8%) cells
compared to CH-based matrixes alone or with E2.

At day 14, a strong amplification of the CD44 cell population was observed on CH-
PC-E2 (82.4+5.2 %) that was even more marked on CH-PC (94.7£1.2 %) (Figure 5C) when
compared to day 7. This represents an increase of 35% and 39% between day 7 and day 14
of the proportion of CD44" cells among BMDC in culture on CH-PC and CH-PC-E2
respectively. Globally, at day 14, CD44" cell fraction reached comparable levels on the
different matrixes with or without the presence of soluble E2. On fibronectin, CD44"
(89.4+3.0 %) was also greatly amplified compared to day 7 and CD44" cell proportion was
similar to CH-based. As a result, haematopoietic CD117" cell population was in proportion
considerably reduced in all condition by 3.5 three times compared to day 7. However, in
presence of soluble E2 at all three concentrations the percentage of CD117" cells on CH-PC
was enhanced compared to the matrix alone. The dilution effect was less important in CH-
PC-E2 cultures which contained 3.2 times more CD117" cells than CH-PC. Interestingly, a
higher proportion of CD117 was obtained on CH-PC-E2 than on CH-PC supplemented
with soluble E2 and this, at the three concentrations (Figure 5D). Fibronectin, as at day 7,

led to a much lower proportion of CD117" cells (0.98 +0.19%) compared to CH-based
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matrixes (CH-PC-E2 7.7£1.2 % and CH-PC 2.4+0.7%). This positive effect of E2 in its
soluble or its conjugated form to CH-PC was even more striking at day 14. Soluble E2 at
10°M was the most effective dose of soluble E2 in maintaining a higher proportion of EPC
compared to CH-PC-E2. E2 conjugated to CH-PC further promoted EPC survival or
proliferation 2.9 times higher than CH-PC with soluble E2 at 10°M (0.8+0.2%).
Fibronectin led to the lowest proportion of EPC (0.03+0.01%) compared to CH-based

matrixes (CH-PC-E2 2.34+0.3% and CH-PC 0.2 + 0.05 %)

Migratory capacity of BMDC through CH-PC

Cell migratory activity is an essential function for the healing potential of progenitor
cells during the integration process into the tissue. When adhering to a polymer, progenitor
cells should be able to migrate in response to chemoattractant such as E2. To assess their
functional activity in respect to their migratory capacity in response to E2, a transwell
system with matrix-coated membranes were used (Figure 6). We observed that soluble E2
at the tested concentrations induced BMDC migration. More importantly, we observed that
after a 5-hour incubation period, the most effective migratory response was obtained with
soluble E2 at 10° M. We also obtained a similar pattern of cell migration but with a
reduction of the number of migrated cells on the CH-PC based matrixes compared to the
uncoated membrane. The uncoated control wells presented the highest number of migrated

cells (187.3+£13.2) reduced by 67% in CH-PC-E2 (62.4+4.8), by 53% in CH-PC-coated
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wells (86.9+6.1) (Figure 6). E2 at 10° and 10® M (64.4+5.5) on CH-PC allowed a
significant higher number of migrated cell compared to CH-PC-E2 (107" M 50.7+3.8)
polymer. We also observed a reduction in the number of migrated cells on CH-based
polymer compared to fibronectin-coated wells (154.8+5.5). Even if the CH-based matrixes
significantly reduced the number of migrating BMDC, they did not block the response to
E2 stimulation. The E2 released by the CH-PC-E2 during the incubation time was not

sufficient to compete the chemoattractant effect of soluble E2 in the lower chamber.

ER-a protein expression by BMDC on CH-PC and CH-PC-E2 matrixes

Activation of biological processes promoted by E2 such as cell adhesion [30],
proliferation and migration following E2 stimulation was shown to be triggered by
estrogens receptors (ER) mainly via the activation of the alpha (ER-a) isotype. [31] The
dose of E2 but also the physicochemical properties of polymer can potentially modulate
gene expression including ER-a. To determine if change in ER-a level could be at the
origin of the differential response of BMDC in the different setting, the expression of ER
by BMDC was analyzed by western blot at day 7 and 14 (Figure7). GAPDH protein was
used as the reference control protein expression. At day 7, the expression of ER-a tended to
increase in cells on CH-PC-E2 matrix with no significant difference in the other conditions
(Figure 7B). Overall, ER-a expression increased over time (day 14) but more importantly

with no significant differences between all the other conditions (Figure 7C).
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2.2.1.5 Discussion

Recruitment and incorporation of EPC into the vascular endothelium or cardiac
ischemic tissues have been shown to promote reendothelialization and to improve
myocardial function post myocardial infarction. [32, 33] Several strategies were developed
to promote vascular healing including the recruitment of EPC at the lesion site to accelerate
the reendothelialization process. For example, with this objective in mind, stents made of
non biodegradable biomaterials were coated with an integrin peptide binding motifs, with
an anti-CD34 antibody or directly with EPC. [34-37] An other approach involves the
development and the implantation of a drug-eluting stent (DES) loaded with E2. Recent
studies have demonstrated the efficacy of this stent and it was associated with low
restenosis and clinical recurrence. Nevertheless, level of restenosis obtained in this clinical
evaluation was similar to bare metal stent. [38] This result was unexpected as local delivery
of a single perfusion of E2 before stent implantation was demonstrated to reduce restenosis
compared to control in a swine model of coronary injury. [10]

One of the recurrent problems with DES is the important effects of the coated
polymer which in this case, could not be overcome by the anti-restenosis effect of E2. [38]
Polymers currently in development for vascular application are aimed to be less
inflammatory with a clear interest toward biodegradable biomaterials. Resorbed by growing
cells and gradually replaced by the newly formed extracellular matrix and differentiated

cells, the polymer would be eliminated without inducing an inflammatory response. These
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polymers could prevent inducing inflammation and delaying vascular healing as was
reported with permanent synthetic polymers. [39] In this context E2 combined to an
appropriate polymer may significantly contribute to improve vascular healing.

This is the first study to compare the response of BMDC, including EPC, to two
forms of E2; one soluble and one directly conjugated to the supporting matrix, the CH-PC.
As soluble E2 is known to increase cell adhesiveness to a mature endothelial layer [30], we
expected that adhesion of BMDC could occurs more rapidly on CH-PC-E2 when compared
to CH-PC and fibronectin. Cell adhesion on fibronectin is known to occur by specific
recognition of integrin receptors while chitosan-based polymer can mediate cell adhesion
through electrostatic interactions. [40, 41] E2 conjugated to the CH structure can modify
its physical property. It was demonstrated that the porosity of CH structure can be
modified when it was associated with other molecule. [42] Perhaps E2, a highly
hydrophobic molecule when conjugated to the polymer can modify the global
hydrophobicity of the complex or increased the charge repulsion impairing or reducing
charge attraction with the cellular membrane. These changes in charges are certainly not
extensive as cell adhesion was only delayed but not abrogated on CH-PC-E2 and no
difference in global cell organisation in CFU over time between both CH-based matrixes
was observed. As CFU in progenitor cell cultures are an indirect measure of stem cells
number, their presence and growth over the 2 weeks period suggest that CH-PC based
polymers support the survival and amplification of progenitors among the BMDC as well

as fibronectin. Conversely, in our cell system, soluble E2 at the testing concentrations or
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E2 conjugated polymer did not lead to a higher global cell proliferation nor increase colony
formation compared to CH-PC polymer alone or to fibronectin. However the CH-PC-E2
promotes tubules formation in CFU interspace while fibronectin favor cobbelstone shape
cells, an observation that we have previously reported also in the case of CH-PC. By itself,
the physico-chemical properties of a supporting matrix may impact on the three-
dimensional microenvironment thought to influence/control genes and properties that
define « stemness » of the stem cells, i.e. self-renewal or development to committed cells.
[51] Indeed, cell organization/interaction could directly influence the production of several
factors such as the presence of angiogenic factors. Progenitor cells secrete angiogenic
cytokines such as VEGF and G-CSF which might favour angiogenesis and tubule
formation. [43] Modification of cell organisation between CFU could also result from
changes in the extracellular matrix mechanical properties. Indeed, variations of mechanical
tension in the three-dimensional tissue pattern can define how neighbouring cells localize
and differentiate. [46-50]

In a previous study, we have demonstrated in a whole bone marrow culture system
developed by our laboratory, that E2 influenced physiologically, the dynamism of bone
marrow stem cell niches by regulating gene expression in both CD117" and mesenchymal
cells. [44] This suggested that E2 action is executed throught different biological processes
including highly crucial ones known to influence the functional organization of stem cell
niches like: the inflammatory response, regulation of cell cycle, apoptosis, cell

proliferation, cell differentiation, cell growth and/or maintenance, cell adhesion and finally
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chemotaxis. E2 is known to increase mitogenic activity of endothelial cells but on the
contrary, it inhibits the proliferation of smooth muscle cells. [11] Thus, in a mixed
population of cells, the mitogenic effects of E2 on specific cell types among BMDC could
be compensated by its anti-proliferative effect on others giving an overall undetectable
amplification by global cell count. Various studies have demonstrated that E2 increases the
number of circulating EPC in vivo and cell proliferation in vitro. [4, 52] It also acts as a
survival agent by reducing apoptosis rate of EPC in vitro. [52] We thus investigated its
capacity to reduce cell mortality rate. In our cell culture system, soluble E2 at 10°M was
the only effective dose to reduce the mortality rate from the one observed on CH-PC alone
after a 7-days period. This reduced mortality rate contributes to the increased cell
proliferation. Remarkably, at day 14, CH-PC-E2 was more effective to reduce mortality
rate of BMDC compared to CH-PC with soluble E2 at 10°M and 10'°M. The
bioavailability of the active form of E2 could be different in time and concentration in a
conjugated concept compared to a soluble added form. The constant E2 accessibility to
BMDOC resulting from the progressive degradation of the polymer could expose the cells to
a more constant source of hormone especially when cells get confluent like in colonies.
This could contribute to lower the mortality rate on CH-PC-E2 compared to the soluble
form.

In this study, BMDC had different behaviour dependant on stimulation by soluble
E2 or by the polymer E2-conjugated form. We demonstrated that E2 conjugated CH-PC

biopolymer supported the survival and the amplification of EPC among BMDC in a mixed
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cultured system were haematopoietic c-kit (CD117) and mesenchymal (CD44) cells co-
existed. EPC are considered major players in the vascular healing process as their
mobilization to lesion site and their integration into the vascular wall contribute to
reendothelialization. [23, 32, 33] We demonstrate that soluble E2 increased the proportion
of EPC compared to CH-PC alone but surprisingly was less effective to doing so at all
tested doses than E2 conjugated CH-PC. It was reported that a gel of chitosan and a
chitosan-polyester polymer can promote mesenchymal cells amplification. [60, 61] In our
results, the higher proportion of EPC on CH-PC-based polymers compared to fibronectin
suggests that this matrix was compatible with BMDC and can promote survival and
amplification of mesenchymal cells as well as haematopoietic cells. Conjugated E2
directly on the CH-PC was more effective to promote EPC than soluble E2. Indeed, it was
shown that FGF conjugated on polymer was more efficient to stimulate a fibroblast
response compared to the polymer alone with added soluble FGF. [62] The three-
dimension structure of the CH-PC-E2 polymer [63] and the continuous release of E2 can
influence progenitor cells behaviour. However in previous work, E2 treatments have been
shown to increase VEGF gene expression in c-kit" cells which could also contribute to
promote cell proliferation. [44, 45]

To contribute to the vascular healing and reendothelialization processes after their
recruitment to the polymer, BMDC should be allowed to migrate through the matrix.
Therefore, cell migration through the polymer is a key point for future therapeutic

applications even if the chitosan-based polymer is a temporary and biodegradable cell
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support. It was reported that chitosan polymer degradation occurred in few days. [56] It is a
relatively short period to promote vascular repair but bioavailable E2 could accelerated
wound healing process. Estrogens, by their capacity to promote EPC mobilization,
represent a promising therapeutic agent to accelerate the reendothelialization process at the
lesion site. [57, 58] In our system, BMDC migration induced by E2 was still effective
through CH-PC and CH-PC-E2. It appeared that E2 concentration released by CH-PC-E2
polymer was not enough to prevent chemoattractant effect of soluble E2. Electrostatic
interactions between cationic charges on polymer and cell surface anionic charges could
slow down the kinetic of cell migration when compared with fibronectin. [59] These results
indicated that CH-PC-E2 polymer could promote cell mobilisation and recruitment to
improve reendothelialization process by circulating EPC in a drug delivery system.
Recently, it has been shown that estrogens accelerate recovery of the endothelium
and attenuate medial thickening after carotid artery injury, in part by augmenting the
mobilization and proliferation of bone-marrow-derived EPC and their incorporation into the
recovering endothelium at the site of injury. [4, 52] It was established that ER-o and ER-3
activation were responsible for tissue incorporation of EPC and preservation of cardiac
function after myocardial infarction. [53] It was also reported in a vascular injury model in
ER-o”" and ER-B'/' mice that estrogens effects on EPC activation was mediated prominently
via ER-a rather than ER-B, even if the exact role of both receptors remain to be
investigated. [31, 54, 55] To evaluate if the variation in cell response on the different

matrixes could be linked to modulation of ER-a expression in BMDC, cells grown on CH-
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PC-based polymers were analyzed by western blot. ER-a expression was transiently
increased on CH-PC-E2 after one week to reach a level comparable in all cell culture
conditions after two weeks. This result indicated that BMDC could be activated by a
stimulation of E2 conjugated CH-PC and potentially be attracted by the polymer delivered
at the lesion site. Moreover, distinctive cell responses following a treatment with soluble or
polymer conjugated E2 could be explained by the different modulation of ER-a expression.

A remarkable advantage would be to improve BMDC survival and effectiveness in
a vascular therapeutic cell deliver system. CH-based polymers were developed for their
potential as vehicle for cell delivery or cell recruitment to favour the reendothelialization.
CH-PC-E2 appears to possess important characteristics to improve efficacy of cell-based

vascular therapy by promoting progenitor cell survival and amplification.



121

2.2.1.6 Conclusion

This study underlines the potential of CH-PC-E2 biopolymer to support the cell
organization and the amplification of BMDC in a mixed culture system maintaining the
heterogeneity of the cell populations. Most importantly, the haematopoietic and progenitor
cells amplification was remarkably elevated on E2 associated CH-PC compared to CH-PC
with the soluble E2 form. Moreover, CH-PC-E2 polymer did not abrogate the capacity of
BMDC to migrate toward a chemoattractant signal from E2. This biopolymer was found to
be compatible with progenitor cells and may become a promising drug delivery system for

EPC recruitment in vivo to promote vascular healing.
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2.2.1.9 Figures

Figure 1
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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2.2.1.10 Legends

Figure 1. Dose-response curve effect of soluble E2 on BMDC cultivated on fibronectin. BMDC (A)
proliferation and (B) mortality rate were evaluated after 14 days on fibronectin. Cell count was achieved after

one week treatment with soluble E2. The representative results of 3 compiled experiences are presented.

Figure 2. Impact of E2 on the proportion define cell populations of BMDC grown on fibronectin..
Evaluation in flow cytometry following one week treatment with soluble E2 at 10"°M of (A) mesenchymal cells
(CD44"), (B) hematopoietic cells (CD117*) and (C) EPC (CD117" CD34" CD31" VEGFR-2") after a total

period of 14 days in culture. The representative results of 3 experiences are presented. ** HPGM p<0.05.

Figure 3: Survival, adhesion and organization of BMDC. Colony formation was observed after 7 and 14
days on (A-D) CH-PC, on (B-E) CH-PC-E2 and on (C-F) fibronectin (FN) matrixes. (10X). (G) Colony count
was achieved after 14 days. The representative results of 4 compiled experiences are presented. ** FN

p<0.05, * CH-PC p<0.05 and t+ CH-PC-with E2 at 10°° M p<0.05.

Figure 4. Dose-response curve effect of soluble E2 on BMDC cultivated on chitosan modified matrixes.
BMDC (A-B) proliferation and (C-D) mortality rate were evaluated by cell count after 7 (A-C) and 14 (B-D)
days with soluble E2. The representative results of 4 compiled experiences are presented. ** Fibronectin (FN)

p< 0.05, * CH-PC p<0.05 and t CH-PC-E2 p<0.05.

Figure 5. Analysis by flow cytometry of selected cell populations in CH-PC coated cultures. Evaluation
in flow cytometry at day 7 and 14 of (A-C) mesenchymal (CD44"), (B-D) hematopoietic (CD117") and (E) EPC
(CD117" CD34" CD31" VEGFR-2") on fibronectin (FN), on CH-PC-E2 and on CH-PC with or without soluble

E2. The results of 4 experiences are presented. ** FN p<0.05, * CH-PC p<0.05 and £ CH-PC-E2 p<0.05.

Figure 6. Migratory activity of BMDC. Cell Migration through uncoated membrane (UM), membrane coated

with fibronectin (FN), CH-PC or CH-PC -E2 in response to soluble E2. The representative results of 3 compiled
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experiences are presented. * p<0,05 vs ctlr E2 10°M and HPGM,. T p<0,05 vs same stimulation on FN and

UM and ¥ p<0,05 vs same stimulation on CH-PC.

Figure 7. ER-a protein expression. Western immunoblots probed with antibodies against (A) ER-a and
GAPDH was performed. ER-a expression was evaluated after (B) 7 and (C) 14 days with soluble E2. The

representative results of 3 compiled experiences are presented.
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3.0 Discussion
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L’objectif global de ces travaux de maitrise était de déterminer le potentiel d’un
polymére a base de CH a favoriser la survie ainsi que la fonctionnalité des cellules
progénitrices dérivant de la MO murine. Les biopolymeres de CH représentent des
véhicules potentiellement forts intéressants pour effectuer la livraison de cellules ou
d’agents thérapeutiques dans un vaisseau sanguin. En effet, les CEP de notre modele de
culture cellulaire de MO compléte constituent une source prometteuse de cellules
progénitrices pouvant étre livrées a un site de lésion vasculaire. Ainsi, leur dépdt
directement au site de Iésion a I’aide d’un biopolymeére assurerait la livraison d’un nombre
¢levé de cellules de méme que leur maintien au site de réparation et ce, sans 1’apposition

d’une endoprothése permanente.

Le premier objectif de ces travaux nous a permis de démontrer qu’une matrice de
CH-PC est compatible avec les cellules progénitrices dérivées de la MO et qu’elle peut
supporter leur croissance. L’organisation complexe de la MO est attribuable a I’interaction
entre les divers types cellulaires ainsi qu’avec la matrice extracellulaire créant un
microenvironnement adéquat au maintien des cellules souches. Dans notre mod¢le in vitro,
I’hétérogénéité cellulaire ainsi que 1’organisation fonctionnelle des CDMO sont maintenues
sur le polymere CH-PC de fagon similaire a la matrice de fibronectine. Le potentiel du CH-
PC dans une approche de thérapie cellulaire basée sur les CEP a particuliérement été mis en
évidence par nos travaux qui ont démontré une augmentation de la proportion des cellules
hématopoiétiques c-kit™ ainsi que des CEP parmi les cellules en croissance sur cette

matrice.

Dans le cadre du second objectif de nos recherches, nous avons démontré que 1’E2
en particulier lorsqu’il est associ¢ a un polymere de CH-PC, favorise encore d’avantage la
population c-kit™ de laquelle sont issues les CEP. L’E2 augmente la proportion des cellules
c-kit” tout en ayant un influence mineure sur la proportion des cellules du stroma.
Cependant, I’E2 influence le dynamisme des cellules de la MO en régulant a la fois, le

profil d’expression génique des cellules c-kit" et des cellules stromales. *'* Nous avons pu
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faire ressortir par cette étude que la matrice de CH-PC en présence de I’E2 sous sa forme
soluble ne reproduit pas le méme microenvironnement que celui retrouvé lors de

I’ensemencement des CDMO sur le CH-PC-E2.
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3.1 Le chitosan: modulation de la réparation vasculaire
par les cellules progénitrices dérivées de la moelle

osscuse

Les biopolymeres sont des outils thérapeutiques permettant I’accélération de la
guérison de divers tissus. L’ingénierie tissulaire permet aujourd’hui la reconstruction de
vaisseaux sanguins complets ainsi que la réendothélialisation des vaisseaux 1€ésés par
I’emploi de stratégies variées. De trés nombreuses études de thérapies cellulaires sont
menées afin de déterminer le potentiel régénérateur des CEP au niveau cardiaque. Au
niveau de I’endothélium vasculaire, plusieurs stratégies sont également en développement.
L’utilisation de biopolymere biodégradable semble une stratégie idéale puisqu’elle permet
la réparation vasculaire tout en prévenant les complications liées a la présence de
biomatériel permanent. Une issue clé dans la conception des interventions thérapeutiques
afin de prévenir la dysfonction endothéliale est de comprendre comment 1’endothélium
dénudé est remplacé et d’identifier les sources cellulaires possibles qui participent a sa

régénération.

3.1.1 L’inflammation et la thrombose

La dysfonction endothéliale joue un réle déterminant dans ’apparition de plaques
d’athérosclérose. Initialement 1’activation de 1’endothélium conduisant a I’expression des
molécules d’adhésion ainsi qu’a 1’augmentation de la perméabilit¢ endothéliale.
L’infiltration de monocytes résulte en [D’instauration d’une réaction inflammatoire
chronique pouvant mener a la rupture de la plaque et ultimement a la formation d’un
thrombus. Les études récentes démontrent que 1'inflammation et 1'apoptose jouent des roles

trés importants dans la rupture/érosion de la plaque athérosclérotique et dans sa
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thrombogénicité. Ces étapes du développement de I’athérosclérose sont donc des cibles
adéquates dans la prévention de 1’athérosclérose ainsi que dans la promotion de la guérison

vasculaire.

L’une des approches envisagées en thérapie vasculaire est 1’application locale d’une
matrice biodégradable qui permettrait de réduire le recrutement des cellules inflammatoires
et de plaquettes en surface des lésions athérosclérotiques. En effet, 1’application d’une
microcouche de polymére comme le CH-PC pourrait limiter I’exposition des molécules
d’adhésion et le recrutement des leucocytes a I’endothélium activé et de ce fait, la sécrétion
de molécules pro-inflammatoires. L’utilisation de polymeéres adéquats permettrait ainsi de

réduire I’inflammation sans empécher le recrutement des cellules progénitrices.

L’utilisation de polymeéres pourrait contribuer ¢galement a relever d’autres défis
auxquels les stratégies actuelles de thérapies cellulaires se heurtent incluant des difficultés
de livraison, de rétention et d’intégration des cellules progénitrices aux sites visés. > Les
sites de blessures offrent un environnement hostile pour les cellules saines qui s’y
¢tablissent en raison de la surveillance immunitaire intensifiée ainsi que de la grande
concentration de cytokines inflammatoires. L’incorporation dans les biomatériaux de
molécules permettrait de moduler la réaction immunitaire pour limiter le rejet de I’implant

cellulaire ou favoriser le recrutement et le maintien au site des progéniteurs.

Ainsi, les stratégies les plus intéressantes pour favoriser la guérison vasculaire
doivent préconiser la réduction de I’inflammation ainsi que la reconstruction d’un
endothélium intact offrant une surface anti-thrombogénique. D’ailleurs, la pré-
endothélialisation in vitro des implants fut suggérée pour créer une barriére anti-
thrombogénique afin de prévenir 1’obstruction par la formation d’un thrombus. *'> 2!
L’occlusion thrombogénique des microconduits ou des micropores dans les biomatériaux
peut maintenant €tre évitée par I’incorporation de molécules anti-thrombogénique dans la

structure de ces Dbiomatériaux. Par exemple, certains matériaux comme le

polytétrafluoroéthyléne peuvent contenir de [’héparine ce qui favorise Ia
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réendothélialisation et empéche la formation de thrombus. 2'” De plus, pour faciliter ces
processus, 1’application d’un biopolymére auquel un chemoattractant aurait été incorporé
comme dans le cas du CH-PC-E2, permettrait de favoriser la mobilisation et le recrutement
des CEP circulantes et d’accélérer la réendothélialisation. La synergie entre les effets
induits par le polymere et le ou les agents thérapeutiques incorporés doit étre maximisée

pour favoriser leur potentiel thérapeutique dans la réparation vasculaire.

3.1.2 Les processus de réendothélialisation

La surface des biopolymeéres doit présenter une texture idéale afin de promouvoir
I’attachement cellulaire sans étre thrombogénique. Les biopolymeres sont sélectionnés dans
le but de reproduire les propriétés viscoélastiques des vaisseaux naturels autant que pour
favoriser la croissance des CEP et des CML afin de générer une greffe biomimétique. Pour
ce faire, de récentes techniques de fabrication des biopolymeres ont été employées. Par
exemple, 1'¢lectrospinning qui est une technique permettant la production de micro- et
nanofibres a partir de solutions de polymeres. Elle génére un intérét croissant grace aux
multiples applications éventuelles de ces fibres dans des domaines variés tels que la

livraison de médicaments, les membranes "intelligentes" et les nanocomposites > 18

L’utilisation des polymeéres a base de CH en particulier de CH-PC comme véhicule
cellulaire pour favoriser la réendothélialisation est trés intéressante. En effet, les
biopolymeéres de CH-PC représentent une matrice idéale afin de soutenir autant la livraison
que l’ancrage de cellules comme les CEP. D’ailleurs, ils pourraient faciliter la
réendothélialisation par les CEP chez les personnes agées et celles atteintes de maladies
cardiovasculaires. En effet, il fut observé que les CEP des patients a risque de développer
une maladie cardiovasculaire présentaient une capacité¢ diminuée a former des colonies et
donc un potentiel prolifératif limité. ''” Les CEP de ces mémes patients sont retrouvées en
nombre restreint comparativement aux personnes saines ce qui peut contribuer a une

réparation vasculaire moins efficace. ''* '** De plus, chez les personnes 4gées ou atteintes
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de maladies cardiovasculaires, les CEP ne sont plus aussi efficacement mobilisées et
incorporées au site de Iésion. L amplification in vitro de CDMO constituant un réservoir de
CEP et leur livraison a l’aide d’un polymeére biodégradable seraient des facons de
contourner ces problémes et d’accélérer la réendothélialisation vasculaire. En effet, la
réendothélialisation avec une monocouche de CEP s’aveére posséder les mémes propriétés

anti-thrombogéniques que celle de CE matures. >

Un autre point important a considérer dans une approche de thérapie cellulaire basée
sur les cellules progénitrices est le processus de différenciation. Une étude a récemment
démontré que I’environnement physique influence la différenciation des cellules
mésenchymales. **° 11 est donc nécessaire d’avoir un polymére guidant adéquatement la
différenciation des cellules en un type cellulaire spécifique. Les signaux mécaniques
comme les stress locaux (extensibilité, compression, cisaillement), la topographie ainsi que
le contact cellule-cellule ont une influence directe sur les cellules mésenchymales. **° De
plus, les groupes fonctionnels a la surface des biopolymeres sont suffisants pour induire
une modulation de la différenciation cellulaire. Par exemple, les surfaces modifiées avec les
groupes CHj3 supportent le maintien des cellules mésenchymales. D’autre part, des
modifications avec les groupes NH, et SH favorisent la différenciation ostéogénique alors
que les surfaces modifiées avec les groupes COOH et OH favorisent la différentiation
chondrogénique. **' L’exploration des interactions des cellules progénitrices avec leur
microenvironnement est nécessaire pour comprendre comment les biopolymeéres peuvent
reproduire le contrdle de la délicate régulation de la différenciation des cellules

progeénitrices.

3.1.3 Polymeres biodégradables

Derni¢érement, le développement de biomatériaux a permis la création de supports

intelligents pouvant répondre & des stimuli spécifiques comme la température **, le pH *>,

les signaux électriques ***, la lumiére ** et certains métabolites comme le glucose .
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Ceux-ci pourraient étre employés dans le controle de la relache de drogue, de 1’adhérence
cellulaire et de leurs paramétres mécaniques comme la perméabilité, le volume et la
conductivité électrique. Dans 1’ingénierie tissulaire de la peau, des os aussi bien que des
nerfs ou des vaisseaux sanguins, la structure en trois dimensions des polymeéres confére une
meilleure colonisation des supports rigides. Certains polymeres comme le CH, sont utilisés
dans la composition d’hydrogel permettant la livraison progressive d’agents thérapeutiques.
Bien qu’ils possedent une flexibilité ainsi qu’une composition les rendant naturellement
compatibles avec les tissus, ces hydrogels sont comparables aux endoprothéses vasculaires
permanentes et demeurent dans les vaisseaux. Les endoprothéses vasculaires
biodégradables, bien que nouvellement préconisées sont en développement depuis pres de
deux décennies. La premicre endoprothese vasculaire biodégradable était composée d’acide
polylactique. Ce polymere, dans certaines des études initales in vivo, a révélé 1’induction
d’une réponse inflammatoire et thrombotique minimale ainsi qu’une croissance néointimale
modérée. 2 *** Par la suite, d’autres polyméres furent utilisés comme I’acide D-
polylactique qui, lorsque testé dans un modé¢le porcin, a induit une prolifération néointimale
moyenne. **° Certains polyméres biodégradables ont malheureusement entrainé des effets
néfastes parfois reliés au type de polymére ou a sa préparation. Par exemple, I’acide
polyglycolique utilisé dans un modéle canin démontra la formation de thrombus.>** Le CH
fut également utilis¢é sous forme d’endoprothése vasculaire biodégradable et permis de
réduire efficacement la formation de la néointima ainsi que la prolifération cellulaire dans
un modéle de lapin. »*' Cependant, ces études ne mentionnent pas si la réendothélialisation

des vaisseaux était adéquate.

3.1.4 Recrutement ou livraison cellulaire au site de lésion

Dans la réparation vasculaire avec les biopolymeres a base de CH deux options sont
offertes soit la livraison cellulaire ou encore 1’induction du recrutement de CEP au site de
Iésion. L’utilisation des cellules progénitrices dans la réparation tissulaire a permis

I’¢laboration de différentes stratégies de livraison cellulaire. Premi¢rement, 1’amplification
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ex vivo des cellules, leur différentiation en un type cellulaire spécifique puis leur
ensemencement sur un biopolymére implanté au site cible. Deuxiémement, la
différenciation cellulaire directement sur le polymeére puis leur implantation dans un
vaisseau. Troisiémement, les cellules souches partiellement différenciées in vitro pourraient
étre implantées avec le polymeére. Par la suite, ces cellules migreraient dans les régions
environnantes de I’implant pour terminer leur différenciation in vivo et contribuer a la
réparation d’une région lésée étendue. Finalement, I’injection d’hydrogel ou de polymeére
biodégradable sous forme liquide contenant les cellules est trés attrayante puisqu’elle
s’appliquerait aussi bien a la réparation de tissus mous qu’au traitement de tissus durs

214 D’ailleurs, les

souvent trop fragiles pour supporter une intervention chirurgicale.
polymeres a base de CH-PC évalués durant cette ¢tude, pourraient étre utilis€és pour cette
derniere application puisqu’ils sont solubles a pH physiologique contrairement a la plupart

des polymeres utilisés pour recouvrir les endoprotheses.

De plus, les polymeres a base de CH pourraient permettre le recrutement cellulaire
au site de Iésion par la relache de molécules bioactives solubles comme les facteurs de
croissance ou les hormones et pourraient agir de fagon paracrine. Les nanotechnologies
permettent de nouvelles conceptions de biopolyméres dans 1’ingénierie tissulaire
fonctionnelle avec des facteurs bioactifs (agents thérapeutiques, protéines, ou les acides
nucléiques). Plutot que d’intégrer directement les facteurs dans la structure du polymere
lors de sa fabrication, ces facteurs peuvent étre encapsulés dans des nanoparticules qui
seront formées de couches multiples de polymeéres complémentaires par exemple de CH et
de HA. Ce type de systéme de livraison de drogues offre plusieurs avantages comme 1) la
sélection spécifique des nanoparticules afin de réguler la relache des facteurs puisque celle-
ci dépend de la vitesse de dégradation du polymére, de la grosseur, de la densité ainsi que
de la nature des nanoparticules, 2) les facteurs peuvent étre protégés de la dégradation
externe, un critére important en particulier pour les agents labiles comme les facteurs de
croissance; 3) I’encapsulation dans les nanoparticules peut également résoudre le probléme

de I’incompatibilité des solvants dans lesquels les agents doivent étre solubilisés. *'* Les
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différents polymeres a base de CH évalués dans cette étude, principalement le CH-PC-E2,
pourraient étre utilisés pour la livraison cellulaire ou d’agent thérapeutique puisqu’il permet
de résoudre le probléme de I’insolubilité de I’E2 utilisé seul. En effet, I’E2 retrouvé
complexé au polymere serait relaché lors de sa dégradation et pourrait promouvoir la suivie
des cellules déposées en plus de recruter des nouvelles cellules en circulation. D’ailleurs,
avec ce projet, il est envisageable d’étudier 1’utilisation de CH-PC en alternance avec le HA
pour former soit des nanoparticules dans lesquelles I’E2 serait encapsulé en son centre et
relaché lors de la dégradation des nanoparticules ou encore, I’emploi de micelles formées
de CH-PC-E2 et de HA et ce afin d’effectuer une livraison locale d’E2 dans un vaisseau.
Ces micelles formeraient une monocouche sur la paroi vasculaire et faciliteraient le

recrutement des CEP circulantes par une mobilisation induite par I’E2.
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3.2 Le chitosan: une matrice biocompatible avec les

cellules dérivées de 1a moelle osseuse.

Au début de ces travaux de maitrise, nous cherchions a déterminer la capacité d’un
biopolymere de CH associé a la PC pour favoriser la survie et I’organisation des CDMO in
vitro dans un modéle murin de MO compléte. A la lumiére des résultats obtenus, nous
pouvons proposer le CH-PC comme un biopolymére compatible avec les CDMO et
représentant une matrice d’intérét dans le développement de stratégies pour la promotion de

la réendothélialisation vasculaire a 1’aide de cellules progénitrices.

3.2.1 Influence sur les processus biologiques

De nos jours, les biopolymeéres sont congus afin de permettre et de promouvoir
I’attachement, la prolifération ainsi que I’organisation cellulaire, en plus d’agir comme
véhicule pour la livraison de molécules bioactives dans la réparation tissulaire. Ces
biopolymeéres fournissent une plateforme idéale favorisant I’interaction cellule-cellule ou
cellule-matrice et leurs propriétés varient afin de soutenir la différenciation des cellules
souches en un type cellulaire spécifique. ** Les matériaux naturels stimulant la réparation
des tissus sont principalement des composants de la matrice extracellulaire comme le
collagene, le fibrinogéne, les glycosaminoglycans ou 1’acide hyaluronique. Ces
biopolymeéres naturels représentent de nouveaux outils thérapeutiques pouvant favoriser la
réparation vasculaire. IlIs permettraient alors de prévenir les délais rencontrés lors de la
réparation des vaisseaux suite a I’implantation d’endoprotheses vasculaires permanentes
constituées de polyuréthane ou de silicone. *** Ainsi, la dégradation & long terme de tels
polymeres peut contribuer a 1’apparition de réactions inflammatoires ainsi qu’a un risque
accru de thrombose. *** Toutefois, ces effets peuvent étre prévenus par 'utilisation des

biopolymeéres naturels comme le CH qui est non toxique et biodégradable. Ces
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caractéristiques sont considérablement recherchées lors de la conception d’un véhicule de

livraison cellulaire ou d’agents thérapeutiques participant a la guérison vasculaire.

Notre étude de la biocompatibilité avec les CDMO nous a donc amenés a évaluer la
capacité du polymére de CH-PC a soutenir les processus biologiques des CDMO comme
I’adhésion cellulaire, 1’angiogénése, ainsi que le potentiel de mobilisation et de recrutement
des cellules par 1’étude de leur activité migratoire afin d’évaluer éventuellement leur

capacité d’intégration au site de lésion.

3.2.1.1 Toxicité du biopolymere de chitosan

Le CH-PC fut développé et étudi¢ au cours de ce projet afin d’améliorer la
biocompatibilité du chitosan et d’en évaluer dans un premier temps, le potentiel en tant que
matrice de soutien pour la survie, la prolifération et la différenciation des cellules
progénitrices, en particulier les CEP. Les propriétés physico-chimiques du CH sont
influencées par deux principaux parameétres soit le degré de désacétylation (DDA) et le
poids moléculaire. Au cours de ce projet, deux polymeéres de CH-PC ayant un méme poids
moléculaire entre 55 et 100 kDa et des DDA différents soit de 85% et de 96% furent
initialement testés. Il fut observé que le biopolymere de CH-PC ayant un DDA de 96%
induisait une adhésion cellulaire plus rapide comparativement au CH-PC ayant un DDA de
85%. Des études précédentes ont permis d’établir que plus le DDA est ¢élevé, plus la
compatibilité cellulaire sera grande. **° De plus, le poids moléculaire ainsi que le DDA
influencent la dégradation des polymeéres de CH. Sous I’action des lysozymes, les enzymes
responsables de la dégradation in vivo, il y a hydrolysation des résidus acétylés du
polymeére. Ainsi, le taux de dégradation est inversement corrélé au DDA. 1l fut également
observé que les polymeres de CH ayant un poids moléculaire faible présentent des taux de
dégradation plus rapide. >*° L’utilisation du CH-PC ayant un DDA de 96% fut favorisée
pour la suite de 1’étude des processus biologiques des CDMO.
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Différentes études réalisées avec le CH ont démontré que ce biopolymeére peut
promouvoir la survie de divers types cellulaires. Cependant, lors de nos expériences
préliminaires, au cours desquelles une matrice de CH fut évaluée pour sa capacité a
soutenir notre systeme de culture mixte de CDMO, il a été observé que les cellules ne
pouvaient pas survivre sur une matrice de CH n’ayant pas subi de modifications chimiques.
D’ailleurs, méme une mise en culture préalable sur fibronectine afin d’accroitre le nombre
de cellules progénitrices et stromales adaptées aux conditions de culture in vitro n’a pas
permis d’améliorer leur survie apres transfert sur la matrice de CH. Méme si au cours des
premiers 24 a 48 heures en culture les CDMO pouvaient adhérer et former des colonies,
une survie a plus long terme n’a pu étre obtenue sur le CH. Ainsi apres quelques jours, un
changement morphologique suivi d’une désorganisation des colonies et d’une réduction

rapide du nombre de cellules furent observés. (Figure 9)

Figure 9. Observation des CDMO en culture sur une matrice de CH. Les cellules sont
d’abord ensemencées sur la fibronectine durant une semaine puis sont transférées sur un
film de CH (0,5%) de 1,5 mm d’épaisseur. Les CDMO sont observées au jour 1 (A), au
jour 2 (B) et au jour 7 (C). Un changement morphologique, une désorganisation des
colonies et une réduction rapide du nombre de cellules sont observés.

Deux hypothéses ont été proposées pour expliquer cette mort cellulaire. Tout
d’abord, une dégradation trop rapide de la matrice aurait pu contribuer & ce phénomene.
Cependant, des études de dégradation in vitro ont démontré que la vitesse de dégradation
du CH diminuait en fonction de son degré de désacétylation. > Ainsi pour une
désacétylation de 93,5%, le CH a une demi-vie (pour un CH de poids moyen) de plus de 84

jours en tampon PBS. Lors d’une étude de cinétique de dégradation de CH couplé a de la
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rhodamine (Rh), notre collaboratrice (Dr. F. Winnik) a démontré que bien qu’une
dégradation de 50% du CH-Rh se produisait dans les 48 premiéres heures, la dégradation
complete nécessitait au moins 14 jours. Nous avions pris soin d’incorporer du sérum de
veau feetal au tampon afin de mimer de fagon plus exacte les conditions de cultures

habituelles.

Notre seconde hypothése est en lien avec le processus de préparation du film de CH
qui recouvre les plaques pour la culture cellulaire. Puisque le CH est un biopolymeére
soluble en condition acide, il doit étre mis en solution a un pH inférieur a 6. Cette solution
acide est utilisée pour faire le film de CH qui doit par la suite étre neutralisé par des lavages
successifs a 1’éthanol puis avec du PBS a pH 7,4 avant 1’ajout des cellules. Il est possible
que la neutralisation du polymeére ne se fasse pas sur toute 1’épaisseur de la microcouche de
CH. Les cellules, une fois adhérées, contribuent au processus de dégradation du polymere
et permettent I’exposition des zones sous-jacentes de plus en plus acides du film ce qui
résulte en I’acidification du milieu qui devient toxique pour les cellules. L’augmentation du
nombre d’étapes de neutralisation n’a pas permis de réduire cette toxicité. Cette observation
remet en doute I’utilisation d’endoprothéses vasculaires qui seraient enduites de CH non
modifi¢ pour leur impact négatif possible sur les cellules vasculaires en contact ou a
proximité de I’implant. Il est fort probable que la dégradation du CH composant
I’endoprothese vasculaire entrainerait le méme effet sur les cellules du vaisseau. Il est donc
nécessaire de développer des matrices a base de CH pouvant vraiment soutenir la
croissance et la survie a plus long terme des cellules tout en prévenant des effets négatifs

dus a la dégradation du polymére.

Ainsi, afin de favoriser une plus grande compatibilit¢ des CDMO avec le
biopolymére de CH, il s’est avéré nécessaire de modifier sa structure chimique. (Voir
annexe II : structure du polymére de CH-PC) L’incorporation de groupe de PC permet
d’accroitre la solubilité du polymeére en solution aqueuse a pH physiologiques évitant le

passage en solution acide ainsi que la neutralisation du polymeére avant 1‘ensemencement
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cellulaire. De ce fait, I'utilisation de polymére de CH-PC soluble dans un tampon
phosphate en conditions physiologiques, soit & un pH de 7,4, n’est pas susceptible
d’entrainer 1’acidification du milieu de culture. De plus, il fut démontré qu’une
combinaison du CH avec d’autres composés telle la coralline ou le polyester pouvait
améliorer 1’adhésion, la prolifération et la différenciation ostéogénique des cellules
mésenchymales en comparaison avec un polymére de CH seul. 2% *7 L’ajout de
groupements PC au CH a permis d’augmenter la survie cellulaire ainsi qu’une colonisation
plus efficace du polymeére par les cellules in vitro. Ainsi dans les mémes conditions de
culture cellulaire qu’auparavant aucune désorganisation des colonies ou de perte cellulaire

importante ne furent observées sur le CH-PC comparativement au CH seul.

3.2.1.2 Adhésion cellulaire

L’adhésion, les changements morphologiques ainsi que la prolifération cellulaire
constituent une séquence d’événements se produisant suite a I’ensemencement des cellules
et sont des étapes cruciales dans I’estimation de la survie cellulaire sur une nouvelle surface
synthétique. ' 11 fut constaté que les CDMO adhéraient 4 la fibronectine plus rapidement
que sur le polymere de CH-PC. Ceci est attribuable aux différents mécanismes d’adhésion
cellulaire se produisant sur ces deux matrices. L’adhésion cellulaire est dirigée par la
reconnaissance spécifique des intégrines avec les séquences peptidiques d’adhésion sur la
fibronectine. Bien que le CH n’offre pas ces signaux biologiques d’adhésion cellulaire, il
peut quand méme induire 1’adhésion des CDMO par des interactions ¢électrostatiques. Ce
polymeére associé a la PC pourrait promouvoir 1’adhérence des cellules par des interactions
entre les charges positives du polymere et les charges négatives présentes naturellement sur
la membrane cellulaire. '** '*° De plus, la structure du polymére peut affecter I’adhésion
cellulaire et pourrait également étre impliquée dans la distribution cellulaire sur le
polymere. En effet, la structure en trois dimensions ainsi que la grosseur des pores du
polymeére affectent 1’expansion des cellules a la surface de méme qu’a I’intérieur des

\ 2 2 . . . . .
polyméres. *% #° Drailleurs, I’interaction entre les charges ainsi que la structure du
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polymeére pourraient s’avérer suffisantes pour le recrutement des CDMO sur le polymeére
afin de les maintenir au site de Iésion en servant d’intermédiaire entre la paroi vasculaire et

les cellules.

3.2.1.3 Populations cellulaires

Comme mentionné précédemment, une organisation cellulaire complexe est
retrouvée dans la MO, c’est-a-dire que les cellules s’organisent en niches cellulaires. Ces
niches consistent en un ensemble de molécules signalétiques, de communications
intercellulaires et d’interactions entre les cellules souches ainsi que les cellules du stroma
avoisinant. Cet environnement en trois dimensions est considéré comme
influengant/contrélant I’expression génique et les propriétés définissant la « stemness » des
cellules, c’est-a-dire leur capacit¢ d’autorenouvellement ou leur capacit¢ a générer

différents types cellulaires. **°

Les deux principales populations présentes dans la MO et
composant les niches de cellules souches sont les cellules hématopoiétiques et les cellules
stromales. Par conséquent, il est important de conserver ces populations cellulaires afin de
recréer un microenvironnement similaire in vitro. Dans notre étude, le marqueur cellulaire
c-kit (CD117) fut choisi afin de caractériser les cellules hématopoiétiques. En effet, il s’agit
d’un marqueur de cellules souches retrouvé dans la MO adulte et qui est exprimé a la
surface des CSH, les CEP ainsi que leur précurseur commun ’hémangioblaste. 2*'2* Ce
marqueur est également critique dans la mobilisation des CSH dans la circulation ***, un
mécanisme aussi impliqué dans la mobilisation des CEP en réponse aux tissus ischémiques.
197. 243 De plus, les cellules c-kit provenant de la MO peuvent étre recrutées au myocarde
aprés un infarctus. 2*° Dans notre systéme de culture de cellules mixtes de la MO, les CEP
provenant des cellules c-kit sont définies par la co-expression de CD34, un marqueur de
cellules progénitrices ainsi que par deux marqueurs de cellules endothéliales VEGFR-2 et
CD31. Les cellules stromales sont quant a elles, sélectionnées par 1’expression de CD44 qui
est un marqueur de surface cellulaire connu pour étre exprimé par les cellules stromales

ainsi que par les CSM. Ce marqueur est également essentiel a I’organisation structurelle des
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cellules par sa liaison a la matrice extracellulaire composée d’acide hyaluronique et de
fibronectine. **’ 11 fut déterminé que le polymére de CH-PC, de facon similaire au polymére
de CH, supporte la croissance des cellules stromales et favorise I’organisation adéquate en

colonies. 2* 2%

Plus important encore, nos travaux ont permis de démontrer que le
polymeére de CH-PC permet la croissance ainsi que la survie des cellules hématopoiétiques
et des CEP parmi les CMDO et ce, en plus grande proportion que sur la fibronectine.
Certaines ¢études sur les cellules progénitrices en croissance sur les glycosaminoglycans,
des composants de la matrice extracellulaire, ont démontré qu’ils permettaient la croissance
des cellules CD34" ainsi que le maintien au stade de progéniteur. °*** Le CH est un
polymére dont la structure chimique et les caractéristiques sont semblables a celle des
glycosaminoglycans. Il fut établi au cours de ce projet que le CH-PC permettait également
le maintien des cellules CD34" parmi les CDMO. Ce résultat indique qu’une certaine

proportion des CDMO sur le polymére de CH-PC demeure au stade de cellules

progénitrices comme cela fut observé sur les glycosaminoglycans.

3.2.1.4 Capacité migratoire

La mobilisation des cellules progénitrices en circulation ainsi que leur recrutement
au site de 1ésion constitue un moyen naturel de réparation du systéme cardiovasculaire. Les
cellules ainsi recrutées s’incorporent dans 1I’endothélium vasculaire 1ésé afin de promouvoir
le rétablissement d’un endothélium intact et fonctionnel. Les tissus ischémiques ou 1ésés
sécrétent spontanément différents facteurs induisant la mobilisation des CEP en circulation

145 L’apposition

et permettent 1’activation des processus de réparation vasculaire.
d’endoprothéses vasculaires bien qu’elles réduisent les risques de formation de resténose
peut contribuer a ralentir ou altérer la réendothélialisation vasculaire. De plus, ces
endoprothéses permanentes provoquent des réactions inflammatoires qui contribuent

234 i
L’apposition d’une

¢galement a retarder les processus de guérison vasculaires.
endoprothése vasculaire biocompatible et biodégradable pourrait assurer la guérison

vasculaire a long terme puisque la résorption compléte de la matrice préviendrait
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I’activation de I’inflammation chronique, un phénomeéne souvent rapporté avec les
endoprothéses permanentes. L’application de polymeére directement sur la paroi vasculaire
est aussi une avenue envisagée. Le polymeére (avec ou sans agent thérapeutique) induirait la
chimiotactie des CEP en circulation tout en couvrant la région activée de la paroi vasculaire
ce qui aiderait a réduire I’adhésion de cellules du systéme immunitaire responsables de
I’inflammation. Une fois recrutées au polymeére les cellules pourraient transiter vers la paroi
vasculaire afin de remplacer I’endothélium endommagé. Pour ce faire, les CEP doivent
migrer a travers le polymere. D’ailleurs, la migration cellulaire rapide a travers le polymere
jusqu’a la paroi vasculaire est un événement cl¢ dans la réparation vasculaire puisque le
CH-PC est une matrice temporaire et biodégradable qui sera résorbée par les cellules. Notre
¢tude a révélé une capacité migratoire retardée, mais non compromise a travers le polymeére
de CH-PC en comparaison avec la fibronectine. Les interactions électrostatiques se
produisant entre les biopolymeres tel le CH-PC et les cellules pourraient étre responsables

71+ 2
de ce délai. >

3.2.1.5 Induction de ’angiogénese

Dans un contexte de guérison vasculaire, I’induction de 1’angiogénése in vivo ou la
formation de néovaisseaux in vitro est trés importante. En effet, au cours d’essais
d’angiogénése in vitro, la fonctionnalité et la capacité des CE et des CEP a s’incorporer a
un endothélium peuvent étre évaluées. Au cours de ce projet, la formation spontanée
d’enlignements cellulaires analogues a celles obtenues lors d’essais de formation de tubules
fut observée. La présence de facteurs angiogéniques, mais également les propriétés
physico-chimiques du polymere sont des facteurs pouvant influencer 1’organisation
cellulaire. 11 a déja été démontré que les cellules progénitrices sécrétent des cytokines pro-
angiogéniques comme le VEGF ou le G-CSF et exercent des effets paracrines sur les CE

o 163, 254
matures pouvant améliorer I’angiogénese.

Il fut observé, en plus de I’organisation
cellulaire en colonies, la formation de tubules, et ce, exclusivement sur les matrices de CH-

PC alors que I’adhésion cellulaire était plus rapide sur la fibronectine. Ce résultat suggere
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que le profil de sécrétion induit des facteurs angiogéniques pourrait étre différent et pourrait
expliquer cette distinction dans 1’organisation cellulaire. D'ailleurs, de récentes études ont
démontré I’influence du support cellulaire tridimensionnel sur la culture et le profil de
sécrétion du VEGF par les CE humaines et les cellules progénitrices extraites du tissu

. \ . 255, 256
adipeux dans un modéle murin. ~>

Néanmoins, puisque la formation spontanée de
tubule est observée sur la matrice de CH-PC ainsi que sur celle de CH-PC-E2, elle est donc
probablement influencée par la structure méme du polymere ainsi que par les forces de

. 238
tension s’exercant sur les cellules.

Drailleurs, il fut démontré in vitro que les CE matures
en contact avec une surface de CH modifiée par des sucres changeaient de morphologie. En
effet, les CE adoptent tout d’abord une forme allongée en pavées puis proliférent et
s’agregent pour former des colonies. Les CE peuvent également s’organiser en structure
circulaire ressemblant & des sections de néovaisseaux. >’ Donc, méme si le développement
de tubules est principalement dirigé par des facteurs angiogéniques, la sensibilité cellulaire
a ces signaux peut toutefois étre modulée par les interactions physiques entre les cellules et
la matrice extracellulaire. Conséquemment, ceci changera la structure du cytosquelette ainsi
que la morphologie cellulaire. Ces changements morphologiques et fonctionnels des
cellules résultent de la modification de D’¢lasticité ou de I’adhérence de la matrice
extracellulaire induisant des stress mécaniques qui altérent les forces de traction générées
par les cellules. Ces tensions mécaniques peuvent stimuler la formation de tubules ainsi que
le remodelage in vivo. Les variations de la matrice extracellulaire ainsi que de la
morphologie cellulaire influencent la croissance et la différenciation des cellules
environnantes dirigées par la structure tridimensionnelle du tissu. >*2%* Ceci est également
supporté par le fait que dans notre étude, les cellules composant ces tubules n’expriment
pas CD31, un marqueur de CE mature, mais expriment la chaine alpha de 1’actine, un
marqueur des cellules contractiles. Ce marqueur se retrouve chez les CML mais également
chez les péricytes qui contiennent une variété de protéines contractiles comme la chaine
alpha de Iactine, la myosine et la tropomyosine “*2 Ces cellules sont impliquées dans les

premieres phases de la néovascularisation qui préceéde 1’arrivée des CE dans la formation de
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nouvelles extensions des vaisseaux. “° **7 Ceci suggére que dans notre modéle de culture
cellulaire, la structure du polymére dirigerait I’organisation cellulaire en tubule et que les
cellules impliquées seraient davantage de nature contractile qu’endothéliale. Cependant,
puisque les péricytes précédent les CE lors de la formation de néovaisseaux, est-il possible
que le temps d’induction soit trop court dans notre systéme pour voir I’implantation des CE

dans cette organisation cellulaire ?
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3.3 Impact de ’estradiol sur les CDMO

Par la suite, la capacit¢ de I’E2 a influencer la croissance des CDMO sur un
biopolymeére de CH-PC fut étudi¢e. L’E2 conjugué au biopolymeére fut comparé a sa forme
soluble afin de déterminer la capacit¢ de cette nouvelle combinaison a modifier le
comportement des CDMO in vitro. Ainsi, il fut démontré que les cellules progénitrices ne

sont pas influencées de la méme facon par les deux formes d’E2.

3.3.1 L’estradiol dans les processus biologiques

Le biopolymére de CH-PC-E2 fut étudi¢ afin de déterminer s’il permettait de
favoriser les populations progénitrices, en particulier les CEP, sur le polymére de CH-PC.
Notre étude nous a donc amené a évaluer la capacité de I’E2 a moduler les différents
processus biologiques des CDMO tels 1’adhésion cellulaire, la formation de capillaire ainsi

que P’activité migratoire sur une matrice de CH-PC et de CH-PC-E2.

3.3.1.1 Adhésion, survie et prolifération cellulaire

Tout d’abord, I’effet de I’E2 sur les processus d’adhésion des CDMO ensemencées
sur le polymere de CH-PC fut évalué. De précédentes études ont mis en évidence la
capacité de I’E2 a accroitre les propriétés adhésives des CEP. '*' Cependant lors de nos
travaux, nous n’avons pas observé d’accélération dans la vitesse d’adhésion cellulaire sur le
polymeére en absence ou en présence d’E2 qu’il soit soluble ou complexé au polymeére de
CH-PC. Au contraire, il s’est avéré que les CDMO sur CH-PC-E2 démontraient un certain
délai dans leur adhésion comparativement a ce qui se produit sur le CH-PC ou sur la
fibronectine. Comme mentionné précédemment, le CH-PC interagit avec les cellules par
des interactions électrostatiques afin d’en promouvoir I’adhésion. Il est possible que les
mécanismes d’adhésion cellulaire soient semblables entre le CH-PC et le CH-PC-E2.

Toutefois, une influence de I’E2 complexé au polymere sur la densité des charges portées
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par la structure du polymére de CH-PC est possible, mais n’a pas été étudié jusqu’a
maintenant. Ainsi, I’E2, lorsque complexé au CH-PC, pourrait modifier la texture de
surface telles sa rugosité ou sa porosité pouvant influencer 1’adhésion des CMDO. Comme
c’est le cas lorsque le chitosan est complexé au collagéne, et ce, dépendamment des

proportions de chaque polymére, la taille des pores se trouve modifiée. %

Il est également
concevable que I’association de molécules d’E2 a la structure du polymere de CH-PC
modifie I’interaction du polymeére avec les molécules d’eau. (Voir annexe II : structure du
polymére de CH-PC-E2) D’ailleurs, le polymere de CH-PC-E2 est plus difficile a dissoudre
a pH neutre que le CH-PC. L’E2 étant trés hydrophobe, il influence probablement la
conformation adoptée par le polymeére de CH-PC. Le polymére de CH-PC-E2 possede peut-
étre une structure plus compacte ainsi qu’une porosité qui différe du CH-PC. De plus, la
répulsion des charges en relation avec 1’hydrophobicité de I’E2 contenu dans le polymere
contribue a ralentir I’adhésion cellulaire. Des analyses plus poussées de la structure entre
autres par microscopie €lectronique a balayage ainsi qu’une évaluation de la densité des

charges présentes sur le CH-PC et sur le CH-PC-E2 sont planifiées. Elles permettront de

mieux comprendre la nature des différentes interactions entre les cellules et les polymeres.

Par la suite, la capacité des cellules a adhérer aux différents polymeres de CH-PC
ayant été établi, il fallut déterminer si I’E2 entrainait une croissance plus rapide des CDMO
in vitro. Effectivement, I’E2 est reconnu pour augmenter le nombre de CEP circulantes in
vivo et accroitre la prolifération cellulaire in vitro. ** Au cours de cette étude, les CDMO
ayant subi des traitements a I’E2 soluble alors qu’elles étaient en culture sur le polymére de
CH-PC ont été utilisées comme contrdles comparatifs aux cellules ensemencées sur le
polymere de CH-PC-E2. Une large échelle de concentrations fut investiguée, car malgré les
tests de cinétique de dégradation du CH-PC-E2 ainsi que 1’estimation de la concentration
d’E2 relachée par le polymeére effectués par nos collaborateurs, la présence des cellules
pouvait accélérer la dégradation du polymeére augmentant de ce fait la relaiche d’E2.
Toutefois, dans les conditions testées sur la fibronectine et sur les différents polymeres de

CH-PC, aucun effet pro-prolifératif de la population globale des CDMO n’a pu étre
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démontré suite a un traitement a I’E2 soluble. Aucune modification de la cinétique de
prolifération cellulaire de la population globale entre les différentes concentrations d’E2
soluble et celui relaché par le polymére de CH-PC-E2 ne fut observée. Cependant, il est
possible que le temps de traitement choisi soit trop long pour observer des différences dans
les effets mitogéniques induits par les différentes formes d’E2. D’autre part, bien que I’E2
soit mitogénique pour les CE, il est anti-mitogénique pour les CML. * 11 était donc possible
que I’E2 favorisait uniquement la prolifération de certaines populations cellulaires parmi
les CDMO. Finalement, il est également envisageable que les effets prolifératifs de ’E2 ne
soient pas observables en condition non inflammatoire. En effet, I’'E2 est connu pour
réduire la réponse aux signaux inflammatoires en condition pathologique comme lors des

maladies cardiovasculaires et du développement des plaques d’athérosclérose. 7

Une autre fagon de déterminer le taux de prolifération cellulaire est d’effectuer des
décomptes de colonies, car elles représentent une mesure indirecte du nombre de cellules
progénitrices ainsi que de leur capacité proliférative. ** Le décompte des colonies sur la
fibronectine et sur les polyméres de CH-PC-E2 et CH-PC avec ou sans E2 soluble indique
que les cellules semblent se comporter de la méme facon dans les différentes conditions.
Cependant, la taille des colonies difficilement évaluables de fagon satisfaisante n’a pas été
adressée. Toutefois, un nombre plus ¢€levé de colonies est obtenu sur le CH-PC seul
comparativement a celui retrouvé suite a un traitement avec certaines concentrations d’E2
soluble. Un effet qui ne se refléte pas dans les essais de prolifération cellulaire (compte
cellulaire total). De plus, cette observation supporte 1’hypothéese selon laquelle I’E2 pourrait
favoriser la prolifération uniquement de certaines populations de CDMO dans les

conditions testées au cours de cette étude.

Afin de compléter ’analyse générale de I’effet de I’E2 sur la survie des CDMO,
nous avons déterminé le taux de mortalité¢ cellulaire en présence de I’E2 soluble ou
complexé au polymére de CH-PC. Ces analyses s’avérent importantes puisque 1’E2 est

reconnu comme un agent de survie cellulaire de par son action anti-apoptotique. *2. Au
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début de ce projet, la quantit¢ d’E2 relachée par le polymeére fut estimée a partir de la
structure du polymére de CH-PC-E2 soit a savoir que 2,4 % des groupes amines est
occupés par une molécule d’E2. Ainsi il fut extrapolé que la concentration d’E2
potentiellement contenue et relachée par le polymere de CH-PC-E2 en fonction de la
cinétique de dégradation est approximativement de 10 M, une concentration trés élevée
puisque la concentration physiologique se situe & 10° M. Cependant, nos résultats
suggerent que la quantité d’E2 relachée lors de la dégradation du polymere n’est pas aussi
¢levée que notre estimation initial ou encore que I’E2 ne se retrouve pas sous une forme
utilisable pour les cellules. Pourtant, les résultats obtenus tendent a confirmer I’effet
bénéfique de I’E2 sur la survie des CDMO in vitro. En effet, les résultats indiquent
qu’apres 14 jours en culture, ’E2 complexé au polymere est plus efficace que le CH-PC
seul a réduire le taux de mortalité. Un effet qui n’est pas retrouvé dans les CDMO en

culture sur le CH-PC en présence ou non d’E2 soluble.

Les processus biologiques tels I’adhésion ou la prolifération cellulaire découlant
d’une stimulation a I’E2 sont dirigées par 1’activation des récepteurs estrogéniques (RE) a
et B. Ces deux récepteurs sont impliqués dans les mécanismes de signalisation qui
contrdlent I’incorporation des CEP dans le tissu cardiaque afin d’en améliorer les fonctions
apres un infarctus du myocarde. Cette action est principalement dirigée par le REa qui joue
un réle prédominant dans ce processus de guérison. *’° Récemment, des études de blessure
vasculaire dans des modéles murins ou les RE étaient inactivés, ont rapporté que I’effet de
I’estrogene sur la guérison vasculaire ainsi que sur 1’activation des CEP étaient
principalement dirigé par le REa plutét que par le REB méme si les roles exacts de ces deux

271,272 . ; N
*“'“ Nos résultats démontrent que les polymeéres a base

récepteurs restent a étre clarifiés.
de CH-PC sont capables de promouvoir I’expression de REa par les CDMO in vitro. Apres
7 jours en culture sur le CH-PC-E2, I’expression de REa est augmentée comparativement
au CH-PC et des différentes concentrations d’E2 soluble. Cette induction est transitoire
puisqu’apres deux semaines de culture les CDMO maintiennent une expression de REa

comparable sur les différentes matrices avec ou sans I’E2 soluble. Néanmoins, un résultat
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trés intéressant fut obtenu lorsque, dans un premier temps, I’expression de REa a été
évaluée avec l’actine comme protéine de référence. Ainsi, il fut observé par immuno-
buvardage de type Western que 1’expression de 1’actine était modulée par la stimulation
d’E2 et ce, de facon dose-dépendante (Figure 10). Il est important de noter que la liaison
des intégrines a leurs récepteurs active une variété de voies de signalisation qui ont comme
fonction entre autres, la médiation de [D’attachement cellulaire, la prolifération,
I’organisation du cytosquelette d’actine ainsi que la formation du complexe d’adhésion
focale. 2> *’* Ceci suggére que I’E2 permet d’accroitre 1’adhésion cellulaire par la
modulation de I’actine et la réorganisation de cytosquelette favorisant une meilleure

adhésion cellulaire au polymere.

(H-PC+17BE10-4 W
(H-PC+17BE10-+4
(H-PC+17BE10-
(H-PC+17BE10-" M
(H-PC+17BE10-" M

CH-PC
(H-PC-E2

ER-a e——— S D D w— - S =

Actinc —— e — —

Figure 10. Expression du RE-a ainsi que de I’actine. Les CDMO sont ensemencées sur
le biopolymere de CH-PC-E2 ainsi que sur le CH-PC en présence d’E2 soluble.
L’expression du RE-a ainsi que de I’actine sont quantifiés par immunobuvardage de type
western. La modulation de ’expression de 1’actine, la protéine de référence, est observée
aprés une semaine de traitement avec différentes concentrations d’E2.

3.3.1.2 Populations cellulaires

Notre laboratoire a récemment démontré que I’E2 est capable d’influencer

physiologiquement le dynamisme des niches de cellules souches dans la MO par la
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modulation de ’expression de divers génes chez les cellules souches c-kit™ et les cellules
stromales. 2> L’E2 module les processus biologiques capables d’influencer 1’organisation
fonctionnelle des niches comme la réponse inflammatoire, la régulation du cycle cellulaire,
I’apoptose, la prolifération, la différenciation, la croissance cellulaire ainsi que la
quiescence, 1’adhésion cellulaire et finalement la chimiotactie. Par exemple, suite a un
traitement a I’E2, I’expression de VEGF-A dans la portion cellulaire c-kit™ est accrue. Ce
facteur de croissance est vital pour les CSH et de fagon autocrine exerce une fonction de
survie cellulaire. Il supporte également la mobilisation et induit la reldche de facteurs de
croissance par les cellules comme le facteur granulocytaire des macrophages stimulant la
formation de colonies. L’E2 augmente également 1’expression de la cycline D2 dans les
cellules c-kit". Les cyclines de type D entrainent une transition de la phase G1 du cycle
cellulaire et lorsque surexprimées dans les cellules c-kit", entraine leur prolifération. Dans
notre systéme de culture de MO compléte, ’E2 influence [’expression de diverses
molécules d’adhésion qui sont des modulateurs des interactions entre les cellules souches
de la niche et la matrice extracellulaire ou avec les cellules stromales qui sont cruciales
pour les fonctions des cellules souches. Les molécules d’adhésion, comme VLA-4 et
VCAM, sont impliquées dans la quiescence, 1’auto-renouvellement, la prolifération, la

mobilisation et le recrutement des cellules. 2"

Cette présente étude se veut un premier pas dans 1’exploitation du potentiel de I’E2
a influencer le comportement cellulaire sur les polyméres a base de CH. Il a donc fallu
déterminer I’influence de I’E2 sur les différentes populations cellulaires parmi les CDMO
cultivées sur les polymeres a base de CH-PC. Suite aux analyses par cytométrie, une
proportion plus importante de cellules c-kit™ a été obtenue sur le polymére de CH-PC-E2
comparativement au CH-PC seul. Cette augmentation de la population c-kit™ a également
¢été mesurée sur le polymere de CH-PC suite a un traitement a I’E2 soluble, mais dans une
moindre mesure. Ces résultats sont en partie en accord avec les précédentes études qui ont
démontré que I’E2 augmente la proportion de cellules c-kit™ positives tout en n’affectant

pas la proportion de cellules stromales en culture sur la fibronectine. *"> Cependant, au
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cours de nos analyses de caractérisation cellulaire, le CH-PC seul ou en présence d’E2
avait, dans notre préparation expérimentale, une influence sur la population stromale. 11 est
possible que différentes populations cellulaires soient favorisées sur les différentes matrices
ou encore que certaines matrices parviennent a stimuler une plus grande adhésion
cellulaire. Effectivement, une étude a démontré que certains polymeéres couplés a des
facteurs de croissance comme le facteur de croissance des fibroblastes sont plus efficaces a
induire une réponse cellulaire que le polymeére seul en présence du facteur sous sa forme

soluble. 27

De plus, la présence de I’E2 dans le milieu de culture influence grandement le
comportement cellulaire. Suite a la dégradation du polymere de CH-PC-E2, I’E2 qu’il
contient est relaché continuellement dans le milieu de culture normalement suite a la
coupure du lien ester. L’E2 sous une forme bioactive se retrouve alors constamment en
contact avec les cellules en comparaison avec une stimulation plus ponctuelle entrainée par
I’E2 soluble, puisque ce dernier est ajouté lors des changements de milieu a tous les 3 jours.
Il est envisageable que la période de temps durant laquelle on retrouve I’E2 bioactif ne soit
donc pas la méme selon dans les deux conditions. Il ne peut pas étre exclu que lors de la
dégradation du CH-PC-E2, une partie du E2 reste ancrée a une molécule de CH ou que la
conformation de I’E2 soit modifiée. Ces modifications altérent 1’affinité de I'E2 pour son
récepteur cellulaire. " Des études de conformation de I’E2 reliché par le polymére
auraient permis de mieux comprendre 1’effet du polymeére sur les CDMO et sur I’E2. En
particulier, en fonction de la concentration d’E2 réellement contenu et relaché par le
polymére. Dans ces analyses, la conformation de I’E2 nous renseignera sur sa
biodisponibilité et sa possible utilisation par les cellules afin d’en stimuler les processus
biologiques. D’ailleurs, des essais de prolifération cellulaire dans lesquelles des cellules
endothéliales matures sont mises en contact avec les surnageants provenant de la
dégradation du polymeére seul seront réalisés afin d’évaluer la biodisponibilité de I’E2. De
plus, afin de mieux documenter les propriétés des polyméres a base de CH-PC, des études

sur 1’épaisseur exacte des films, de 1’organisation tridimensionnelle ainsi que des propriétés
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telles 1’¢lasticité et la porosité des polymeres et de la fibronectine seront prochainement

réalisées.

3.3.1.3 Capacité migratoire

Les cellules progénitrices peuvent étre mobilisées par divers signaux moléculaires comme
nous I’avons déja discuté. Les hormones, principalement I’estrogéne, modulent 1’expression
d’une série de génes impliqués dans la mobilité cellulaire. > Des études in vivo dans un
modele porcin ont démontré que la mobilisation cellulaire est accrue suite a un traitement a
’E2 et résulte en une accélération de la réendothélialisation vasculaire. '’ Comme 1’E2
exerce un effet bénéfique sur la guérison vasculaire, il serait intéressant d’étudier la
capacité du polymére de CH-PC-E2 a promouvoir la mobilisation des CDMO. Pour ce
faire, il s’avere nécessaire d’évaluer la capacité¢ des CDMO a migrer a travers un film de
CH-PC-E2 afin de déterminer si les cellules, une fois recrutées au polymeére, seraient
capables de le traverser pour atteindre la paroi vasculaire et potentiellement s’incorporer a
I’endothélium. La capacité de I’E2 a promouvoir la migration des CDMO a travers un filtre
recouvert d’un microfilm de CH-PC et CH-PC-E2 a donc été investiguée. Au cours de cette
étude, 1’activité migratoire des CDMO a été évaluée de fagon dose dépendante puisque la
migration in vitro des CEP est corrélée avec la concentration d’E2. ** Les résultats obtenus
ont permis de déterminer que les polymeres a base de CH-PC permettent la migration
cellulaire méme si cette dernicre est réduite et/ou retardée sur le CH-PC-E2. Nos résultats
suggerent ¢galement que I’E2 soluble n’entre pas en compétition avec celui contenu dans le
polymeére puisque les cellules sont encore capables de migrer. Ceci suggeére que sur la durée
de I’essai, soit 5 heures, la quantité d’E2 relachée par le polymére de CH-PC-E2 ainsi que
sa biodisponibilité¢ est insuffisante pour bloquer 1’effet chimioattractant de I’E2 soluble
situé¢ dans la chambre inférieure du systéme de migration. Afin de déterminer lequel des

polymeéres seraient un meilleur choix pour effectuer une livraison cellulaire dans un
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vaisseau 1¢€sé, il est nécessaire d’effectuer d’autres études. Par exemple, il faut considérer
que les CDMO représentent une population hétérogéne de cellules et de ce fait il est
envisageable que les populations progénitrices ne migrent pas toutes a la méme vitesse. Des
essais de migration avec différents temps ainsi qu’un marquage des cellules qui ont migrées
permettraient de les identifier et de déterminer si les différents polymeres retardent

simplement ’activité migratoire des CDMO ou la réduisent.

3.3.1.4 Induction de ’angiogénese

La capacité des cellules progénitrices a s’intégrer a un néovaisseau ou a la paroi
vasculaire lors d’une thérapie cellulaire est cruciale. Dans notre étude, I’organisation
cellulaire en colonies ainsi que la formation de structures pouvant étre associées a des
tubules sur le polymére de CH-PC-E2 fut étudiée. Il a été démontré que I’E2 est li¢ a
I’augmentation de 1’angiogénese dans des modeles murins d’ischémie des membres
inférieurs. %’ D’ailleurs dans de précédentes études, notre laboratoire a pu établir qu’un
traitement a I’E2 accroit I’expression du facteur pro-angiogénique VEGF par les cellules c-
kit". 2'* Ce facteur de croissance est un des plus spécifiques régulateurs de I’angiogénése. 11
agit sur le controle des voies de signalisation angiogénique et de la relache de facteurs de

. 278
croissance par les CE. >/

I1 est responsable de 1’augmentation de la migration ainsi que de
la formation de capillaires par les CE de la microvasculature des coronaires. >’ ** L’effet
pro-angiogénique de I’estrogeéne est exercé de fagon dose-dépendante et méme a forte dose,

[ . . e, . , . 281. 282
il induit toujours une activité pro-angiogénique. =

De plus, I’angiogénese est observée
lors de la néovascularisation des tumeurs ou de I’endometre de I’utérus en association avec
les fluctuations des taux circulants d’estrogéne. L’effet de 1’estrogéne peut étre direct ou
indirect, c¢’est-a-dire dirigé par le VEGF. Ceci suggere que 1’estrogeéne peut augmenter la
cinétique de prolifération et de mobilisation des CEP par une interaction directe avec

celles-ci ou avec les cellules associées comme les cellules stromales présentes dans le

. . 119. 2 . .
microenvironnement de la MO. ' 2% Pourtant, I’observation de la formation de structures
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similaires aux capillaires sur le polymere de CH-PC-E2 mais également sur le CH-PC sans
E2 suggérent que la structure et/ou la composition du polymeére seraient suffisantes pour
favoriser la formation de ces structures. Cependant, il est possible que la formation de
capillaires sur le CH-PC-E2 résulte de I’effet combiné de la structure du polymere de CH-

PC ainsi que de I’action pro-angiogénique qu’exerce I’E2 sur les CDMO.



4.0 Conclusion
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En conclusion, nos travaux démontrent que les biopolymeéres a base de CH
représentent une matrice d’intérét pour 1’amplification des progéniteurs in vitro, mais
également comme intermédiaire possible de livraison cellulaire dans la guérison vasculaire.
Les biopolymeres de CH-PC et de CH-PC-E2 se sont avérés biocompatibles avec les
cellules d’un systeme de culture ex vivo de MO compléte. La survie ainsi que la
prolifération des CDMO furent observées sur les biopolymeres de fagcon comparable a celle
de la matrice contrdle. En plus, nos résultats suggerent que les polymeres de CH-PC et de
CH-PC-E2 permettaient I’organisation en colonies révélant la nature progénitrice des
cellules ainsi que la formation de capillaire démontrant leur potentiel angiogénique.
Finalement, nous pouvons proposer que les polymeéres, en particulier le CH-PC-E2,

induisent une amplification marquée des populations cibles soit les CSH ainsi que les CEP.

Pour des expérimentations futures, il appert envisageable d’utiliser ces
biopolymeéres afin d’effectuer une livraison cellulaire ainsi que d’agents thérapeutiques tout
en ¢évitant [’utilisation d’endoprothése vasculaire permanente. Cette stratégie de
réendothélialisation serait treés utile chez les personnes agées ainsi que chez celles atteintes
de maladies cardiovasculaires afin d’augmenter la disponibilit¢ de CEP fonctionnelles.
D'ailleurs, la livraison de cellules directement au site de lésion pourrait permettre
d’améliorer la réparation vasculaire. Afin de poursuivre cette étude, il serait intéressant
d’utiliser ces polymeéres dans une étude in vivo dans un modele animal d’athérosclérose ou
de blessure vasculaire afin de déterminer leur efficacit¢é a promouvoir la guérison
vasculaire. Les différents polyméres seraient alors comparés pour déterminer lesquels
seraient les plus appropriés pour effectuer une livraison cellulaire ou pour induire le

recrutement des CEP circulantes.
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Annexe I : Réaction de désacétylation du polymere de
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Figure 11 : Réaction de désacétylation du polymere de CH.
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Annexe II : Structure des polymeres a base de

chitosan- phosphorylcholine.
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Figure 12: Structure des polyméres a base de chitosan-phosphorylcholine. A)
Structure du polymere de CH-PC, B) strucutre du polymere de CH-PC-E2



