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Introduction générale 

 

Les pathologies qui atteignent les os ou le cartilage affectent la majorité des personnes, qu’elles 

soient dues à des traumatismes ou à des maladies dégénératives. Il arrive que les traitements 

disponibles pour les traiter ne permettent pas une restauration complète du tissu. La médecine 

régénératrice, et plus précisément l’ingénierie tissulaire, cherche à répondre à ce manque en 

reproduisant les tissus perdus à partir de cellules souches et de biomatériaux, qui peuvent être 

extraits de tissus humains comme la gelée de Wharton, le tissu conjonctif du cordon ombilical. 

Les tissus osseux et cartilagineux ont chacun leurs propriétés et contraintes qui doivent être 

soigneusement prises en compte dans chaque entreprise d’ingénierie. Par exemple, le tissu 

osseux nécessite une vascularisation riche pour assurer pleinement sa fonction, tandis que le 

cartilage ne possède pas de vaisseaux. 

Dans ces travaux de thèse, le but a été d’utiliser les propriétés des cellules souches 

mésenchymateuses de la gelée de Wharton pour les différencier vers des phénotypes vasculaires 

ou chondrocytaires, en les associant à la matrice extracellulaire de cette même gelée. Pour 

potentialiser les effets de ces cellules, des techniques de thérapie génique ont été employées 

pour induire la production de facteurs de différenciation par les cellules. Ainsi j’ai pu bénéficier 

de l’expertise du Zentrum für Experimentelle orthopädie dans la thérapie génique utilisée 

notamment pour traiter les pathologies cartilagineuses et osseuses, que j’ai associé aux 

techniques d’ingénierie utilisées dans le groupe « ingénierie vasculaire » d’IMoPA pour 

reconstruire les tissus vasculaires et articulaires. Ceci dans le but d’élaborer des biomatériaux 

hybrides à visée ostéoarticulaire. 
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Etat de l’art 
 

I.  Les tissus musculo-squelettiques 
 

Les tissus musculo-squelettiques jouent un rôle prépondérant dans la protection des 

organes mous et le mouvement. Ils sont affectés par des pathologies qui touchent un grand 

nombre de personnes et qui peuvent s’avérer extrêmement handicapantes, sans traitement 

réellement efficace à l’heure actuelle. Ici nous nous intéresserons aux constituants musculo-

squelettiques que sont le tissu osseux, et celui-ci nécessitant une vascularisation très riche, aux 

vaisseaux sanguins, ainsi que le cartilage articulaire.  

 

1. Le tissu osseux 

 

 Notre travail s’attachant à traiter les pathologies qui affectent les os, il faut en 

comprendre la structure et le fonctionnement, puis décrire ces pathologies. 

 

a. Rôles et organisation 

 

Le squelette humain comporte en moyenne 206 os dont le rôle est de protéger les 

organes mous internes, de fournir un support aux muscles pour permettre le mouvement, 

d’accueillir la moelle osseuse qui assure l’hématopoïèse, et de participer à l’homéostasie 

phosphocalcique. Les os sont reliés entre eux par des ligaments et des articulations, et les 

muscles squelettiques s’y fixent à l’aide de tendons, permettant à l’ensemble de se déplacer et 

de constituer l’appareil locomoteur. La structure particulière des os leur confère légèreté, 

souplesse et solidité, leur permettant de résister aux chocs sans alourdir outre mesure le poids 

du corps [1]. 

Les os sont classés en trois types : les os courts, comme les os du carpe, les os plats 

comme la scapula et enfin les os longs comme le fémur. Les os longs comportent une zone 

centrale appelée diaphyse constituée d’os cortical compact, creusé par le canal médullaire 

contenant la moelle dite jaune, riche en lipides (Figure 1). Aux extrémités des os longs se 

trouvent les épiphyses, qui sont constituées de tissu spongieux plus fragile, contenant la moelle 

dite rouge, siège de l’hématopoïèse, et entouré d’une couche d’os cortical. L’os spongieux (ou 

trabéculaire) est organisé en travées qui permettent de transférer les forces d’écrasement vers 

la diaphyse et confère une grande résistance. Entre la diaphyse et l’épiphyse se trouve la 
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Figure 1 Représentation d'un os long. Source : https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Os_long_1.jpg 

 

métaphyse, zone où se trouve le cartilage de croissance chez l’enfant et qui permet 

l’allongement de l’os.  La vascularisation de l’os est assurée par le périoste, une fine membrane 

riche en vaisseaux qui l’entoure. 

L’os est un tissu en remodelage constant, sous le contrôle de deux types cellulaires : les 

ostéoblastes et les ostéoclastes. Les ostéoblastes sont d’origine mésenchymateuse et se situent 

à la surface de l’os en croissance. Ils synthétisent la matrice organique de l’os, constituée 

essentiellement de collagène de type I et favorisent la calcification de l’os. Ils synthétisent entre 

autres l’ostéocalcine, enzyme qui favorise l’interaction du calcium avec le phosphate formant 

l’hydroxyapatite, qui est le principal constituant de la matrice minérale de l’os, ou encore la 

phosphatase alcaline qui permet de libérer le phosphate inorganique dans le milieu 

extracellulaire. Les ostéoblastes, lorsqu’ils s’entourent complètement de matrice osseuse à 

l’intérieur d’une lacune, deviennent des ostéocytes. Ils sont alors intégrés dans le tissu osseux 

et communiquent avec les ostéocytes voisins grâce à des prolongements cytoplasmiques qui 

empruntent des canalicules dans la matrice osseuse. Les ostéoclastes quant à eux sont d’origine 

hématopoïétique et font partie de la lignée myéloïde. Leur rôle consiste à résorber la matrice 

osseuse afin d’en permettre le renouvellement : c’est le processus d’ostéolyse qui se déroule au 

niveau de leur zone d’ancrage. Par l’action de la pompe à proton, ils créent un milieu acide 

favorable à la dissolution de la matrice minérale (hydroxyapatite). Ensuite, ils libèrent des 

enzymes lysosomales qui vont digérer la matrice organique constituée de protéines. Les 
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composés libérés sont ensuite réabsorbés, participant ainsi notamment à l’homéostasie 

phosphocalcique et à la néosynthèse de matrice osseuse. 

Le tissu osseux est également formé d’une matrice extracellulaire particulière, à la fois 

organique et minérale, synthétisée par les ostéoblastes. Le collagène de type I représente 90 % 

de la matrice organique. Il est associé à d’autres protéines non collagéniques comme 

l’ostéocalcine pour former le tissu ostéoïde qui sera minéralisé dans un second temps. Les fibres 

de collagène de type I possèdent des sites de nucléation qui permettent la formation de cristaux 

d’hydroxyapatite lorsque la concentration en ions calcium et phosphate est adéquate. Ainsi, le 

tissu osseux acquiert souplesse et solidité. Les vaisseaux sanguins qui le parcourent contribuent 

à la formation et à l’entretien de l’os. L’étude de la composition du tissu osseux et de sa 

formation doivent en effet être prises en compte dans une approche d’ingénierie tissulaire visant 

à le reconstituer. 

 

b. Les vaisseaux sanguins 

 

Le tissu osseux étant très richement vascularisé, il est nécessaire de s’intéresser 

également aux vaisseaux sanguins dans une approche visant à le régénérer.  

Le sang, pour pouvoir assurer son rôle de tissu de soutien dans tout l’organisme, est 

acheminé à chaque organe et ramené aux poumons par un réseau vasculaire complexe constitué 

d’artères, de capillaires et de veines. La circulation sanguine est répartie en deux circuits : la 

circulation générale, qui achemine le sang oxygéné vers les organes, et la circulation 

pulmonaire, qui permet de ramener le sang appauvri en oxygène aux poumons. Chaque vaisseau 

est spécialisé en fonction de son rôle ou de sa localisation pour favoriser la diffusion des 

nutriments, de l’oxygène et des cellules dans les tissus. De plus, il doit être capable de résister 

à des contraintes mécaniques fortes, liées à la pression qu’exerce le sang contre la paroi 

notamment lorsqu’il est expulsé du cœur (la contrainte cyclique), ainsi qu’à l’écoulement du 

sang le long du vaisseau (les forces de cisaillement) [2]. Ainsi, l’arbre vasculaire est organisé 

de telle sorte qu’à la sortie du cœur, il emprunte de grosses artères élastiques qui absorbent la 

pression exercée par la systole, qui se subdivisent ensuite en artères musculaires puis en 

artérioles qui répartissent le sang dans l’organisme jusqu’au réseau de capillaires, les plus petits 

vaisseaux du corps qui vont assurer la diffusion de l’oxygène et des nutriments (pour la 

circulation générale) dans presque tous les tissus [3]. Ensuite, les veinules puis des veines de 

calibre de plus en plus gros vont permettre de ramener le sang jusqu’au cœur, à l’aide de 

valvules qui empêchent le retour du sang. 
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Ainsi, la paroi de chaque vaisseau est constituée de telle sorte qu’elle lui confère ses 

propriétés en fonction de sa localisation dans l’arbre vasculaire. Cette paroi a une organisation 

commune à presque tous les vaisseaux, à l’exception du réseau capillaire constitué de micro-

vaisseaux (Figure 2). Elle est organisée en tuniques concentriques qui sont, de la plus interne à 

la plus externe : l’intima, la media et l’adventice [4]. L’intima et la media sont séparées par la 

limitante élastique interne, tandis que la media et l’adventice sont séparées par la limitante 

élastique externe. Ces limitantes sont toutes deux de fines couches de fibres élastiques 

acellulaires.  

L’intima est la couche la plus interne et la plus fine : elle est constituée d’une 

monocouche de cellules endothéliales (CE) fixées sur une lame basale. Elle est directement au 

contact du sang, et les CEs qui la constituent ont donc pour rôle d’assurer l’étanchéité du 

vaisseau, tout en laissant traverser certaines cellules (notamment immunitaires) ainsi que les 

nutriments et l’oxygène. De plus, les CEs supportent la contrainte de cisaillement et synthétisent 

du monoxyde d’azote (NO) en réponse à celle-ci. Le NO joue un rôle dans la vasodilatation du 

vaisseau en réponse au cisaillement. Les CEs inhibent également l’agrégation plaquettaire et 

préviennent ainsi la formation de caillots dans le vaisseau sain. 

La media est la tunique intermédiaire du vaisseau. Elle est constituée de couches 

concentriques de cellules musculaires lisses (CML) associées à des fibres extracellulaires telles 

que le collagène, l’élastine ou des protéoglycanes. Les CML assurent la contraction et la 

dilatation du vaisseau en réponse aux signaux vasoconstricteurs ou vasodilatateurs. D’une part, 

ces signaux sont issus du système nerveux autonome : sympathique (vasoconstricteurs) ou 

parasympathique (vasodilatateur) dont les fibres nerveuses. D’autre part, les CML répondent 

également à certaines hormones : c’est le cas notamment du NO produit par les CE ou d’autres 

hormones comme l’adrénaline, la vasopressine ou l’angiotensine. La composition relative en 

fibres extracellulaires dépend de la structure et de la fonction du vaisseau : par exemple, les 

artères élastiques telles que l’aorte, qui sont proches du cœur, sont riches en fibres élastiques 

afin de résister à la pression engendrée par la contraction du ventricule. 

L’adventice est la tunique externe du vaisseau : elle est constituée essentiellement de 

fibroblastes et de fibres de collagène. L’adventice permet l’ancrage du vaisseau dans les tissus 

environnants en plus d’assurer le rôle de nutrition du vaisseau. Dans ceux de plus gros diamètre 

elle est traversée par les vaisseaux (vasa vasorum) et les nerfs (nervi vasorum) permettant 

respectivement d’irriguer et d’innerver le vaisseau.  
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Figure 2 : Représentation schématique d'une artère avec ses trois tuniques. 

Source : https://commons.wikimedia.org/wiki/File:2103_Muscular_and_Elastic_Artery_Arteriole.jpg  

Auteur : OpenStax College 

 

Dans les os longs, la vascularisation est assurée dans la partie interne majoritairement 

par une artère nourricière qui pénètre dans la diaphyse par le foramen nourricier. Elle se divise 

rapidement en branches ascendantes et descendantes qui se dirigent vers chacune des épiphyses 

de l’os, et qui finissent par former en se subdivisant à nouveau un réseau capillaire extrêmement 

dense dans la moelle osseuse permettant, en plus de l’apport en oxygène et en nutriment, le 

remodelage osseux en permettant aux précurseurs ostéoblastiques et ostéoclastiques de se 

déplacer vers les sites de remodelage. Des artères épiphysaires participent également à 

l’irrigation des épiphyses. Le sang quitte ensuite le réseau capillaire médullaire par un sinus 

veineux central qui draine les capillaires sur toute la hauteur de la cavité médullaire et qui 

aboutissent dans la veine nourricière qui quitte l’os par le foramen nourricier. La vascularisation 

des parties les plus externes est assurée par les vaisseaux parcourant le périoste. Ainsi notre 

travail s’articule entre ces deux acteurs que sont la vascularisation et la formation 

ostéochondrale. 

 

c. Pathologies osseuses 

 

Les pathologies affectant les os ont de nombreuses origines : congénitale, traumatique, 

métabolique, infectieuse, ou néoplasique. Une des pathologies osseuses les plus représentées 

est l’ostéoporose : elle touche 30 % des femmes et 10% des hommes, et affecte plus 

particulièrement les personnes de plus de 60 ans. Cette pathologie est liée à une diminution de 

Adventice

Media

Intima

Lame	basale
Cellules	musculaires	lisses

Cellules	endothéliales

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:2103_Muscular_and_Elastic_Artery_Arteriole.jpg
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l’épaisseur des travées et de l’os cortical, ainsi qu’à une modification de l’architecture des 

travées de l’os spongieux. Cette maladie touche plus particulièrement les femmes en raison de 

la carence œstrogénique qui suit la ménopause, entraînant une augmentation de la résorption 

osseuse. Elle augmente significativement le risque de fractures, particulièrement au niveau des 

vertèbres ou des os longs (col du fémur par exemple). 

Lorsque le tissu osseux est fracturé, ce qui résulte généralement d’un traumatisme, il est 

capable de se régénérer spontanément dans des conditions favorables, grâce à l’action de 

remodelage constant des ostéoblastes et ostéoclastes [5]. Cependant, lorsque la fracture dépasse 

une taille critique, l’os n’est plus capable de se régénérer convenablement.  Dans ce cas, le 

chirurgien doit alors réaliser une greffe de tissu osseux, qui peut être autologue ou allogénique. 

L’autogreffe est idéale car elle permet d’insérer dans le site lésé un tissu qui provient du patient 

lui-même, avec d’excellentes propriétés ostéoconductives (la capacité de l’os à se former sur 

une surface), ostéoinductives (la capacité du tissu à recruter des progéniteurs des cellules 

osseuses) et ostéogéniques (la capacité à induire la différenciation des progéniteurs en 

ostéoblastes). Cependant, elle entraîne des dommages secondaires au niveau du site donneur, 

et le tissu peut ne pas être présent en quantité suffisante. La greffe allogénique permet d’utiliser 

des tissus présents dans une banque, mais qui ont en général perdu leurs propriétés 

ostéoinductives [6]. Les inconvénients de l’allogreffe sont que le tissu du donneur peut ne pas 

être suffisant pour combler la fracture, en plus des problèmes liés au risque de transmission de 

maladies ou de rejet de la greffe. 

Il existe donc un besoin en tissu osseux fabriqué par le biais de l’ingénierie tissulaire, 

en quantité suffisante pour combler des fractures de grande taille, mais répondant également à 

un cahier des charges exigeant : le greffon doit posséder des propriétés ostéoconductives, 

ostéoinductives et ostéogéniques et être richement vascularisé [7], en plus de ne pas poser de 

problèmes de compatibilité en vue de la greffe. Notre travail doit donc tenir compte de chacun 

de ces paramètres. 

 

2. L’articulation 

 

 Le travail présenté ici s’attache également à répondre à certaines pathologies qui 

atteignent le cartilage articulaire, il nous faut donc décrire également l’articulation pour mieux 

comprendre comment la réparer. 

 

a. Rôle et organisation 
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Les articulations qui nous intéressent dans ce travail sont les articulations synoviales, 

comme celle du genou. Elles réunissent à l’aide de ligaments deux pièces osseuses recouvertes 

de cartilage hyalin qui empêche l’usure de l’os, et sont entourées d’une capsule articulaire 

remplie de liquide synovial qui joue le rôle de lubrifiant (Figure 3). Le cartilage existe sous 

plusieurs formes : le cartilage hyalin et non hyalin. Le cartilage hyalin se retrouve 

particulièrement au niveau articulaire où il a pour rôle de supporter le poids de l’organisme et 

de faciliter le mouvement des os les uns par rapport aux autres. Le cartilage articulaire est en 

contact et forme une continuité avec l’os sous-chondral qui est vascularisé. Parmi les cartilages 

non hyalins, on retrouve le cartilage élastique situé notamment au niveau du pavillon de l’oreille 

ou de l’épiglotte, et le fibrocartilage qui constitue en partie la trachée et la symphyse pubienne. 

Le cartilage hyalin articulaire subit de fortes contraintes de compression (liées au poids du 

corps) et de cisaillement (provoquées par le mouvement de l’articulation). Il est avasculaire et 

non innervé et se nourrit donc seulement par diffusion à partir de l’os sous-chondral. Les 

cellules présentes dans le cartilage sont les chondrocytes. Ils rassemblés en groupes isogéniques 

(issus d’un même chondroblaste) dans des lacunes, formant des unités appelées chondrones. La 

matrice extracellulaire du cartilage est essentiellement composée de fibres de collagène de type 

II et de protéoglycanes associés à de l’acide hyaluronique. Cette composition confère au 

cartilage une grande élasticité et une grande résistance à la compression indispensable au 
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fonctionnement de l’articulation. Notre travail doit donc également prendre en compte la 

composition et la structure du cartilage articulaire. 

  

Os	sous-chondral	(tissu	minéralisé	+	vascularisation)

Cartilage	articulaire

Capsule	articulaire

Épiphyse	osseuse

Vaisseau	sanguin

Figure 3 : Représentation schématique d'une articulation synoviale 
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b. Pathologies articulaires 

 

Les principales pathologies affectant l’articulation sont liées au cartilage et sont le 

traumatisme et les maladies dégénératives comme l’arthrose. Dans un cas comme dans l’autre, 

si le tissu cartilagineux s’amincit et ne peux plus accomplir son rôle, les pièces osseuses de 

l’articulation finissent par frotter l’une contre l’autre et se détériorer. Ceci est la cause de 

douleurs et de perte de mobilité de l’articulation, pouvant aboutir à une arthrite inflammatoire 

dégénérative [8]. Lorsque la dégénération du cartilage est trop avancée, la seule voie possible 

est le remplacement total de l’articulation par une prothèse [9]. Ici encore, l’ingénierie tissulaire 

tente donc de reconstruire le tissu cartilagineux, car par sa nature avasculaire il est incapable de 

se régénérer seul. Notre travail vise donc à prendre en compte tous ces facteurs pour traiter les 

lésions atteignant le cartilage articulaire. 

 

II. L’ingénierie tissulaire  
 

 Le travail présenté ici repose sur une approche d’ingéniérie tissulaire, il faut donc en 

aborder ici les concepts, ainsi que les acteurs en jeu dans ce domaine. 

1. Définition 

 

À ce jour, les pathologies affectant les articulations ou les os n’ont pas de traitements 

totalement efficaces, c’est à dire de solutions qui pourraient permettre d’apporter une 

restauration complète des fonctions perdues. La médecine régénératrice est une discipline qui 

vise à restaurer des organes ou des tissus lésés par une maladie ou un traumatisme. Elle s’appuie 

sur deux concepts complémentaires : la thérapie cellulaire et l’ingénierie tissulaire. La thérapie 

cellulaire vise à utiliser des cellules pour pallier la déficience du tissu et le régénérer. Dans ce 

cas, des cellules souches ou matures peuvent être employées. Les cellules souches ont la 

propriété de pouvoir se diviser en grand nombre et de se différencier vers des phénotypes 

cellulaires spécialisés en fonction de leur origine, ce qui leur confère un grand intérêt pour 

l’utilisation en thérapie cellulaire. 

L’ingénierie tissulaire cherche à régénérer un tissu ou à en reproduire le fonctionnement 

en associant trois éléments : des cellules souches ou matures, un biomatériau qui leur sert de 

support (mais qui peut également avoir d’autres propriétés intrinsèques), et des stimuli 

chimiques, biologiques et/ou mécaniques. Ces trois éléments forment la triade de l’ingénierie 

tissulaire et doivent être sélectionnés avec soin pour conférer à l’ensemble une unité 
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fonctionnelle répondant aux besoins du tissu à reconstruire. Nous allons maintenant aborder 

chacun de ces facteurs car ils sont pris en compte dans notre travail. 

 

a. Les cellules 

 

Les cellules étant généralement l’unité fonctionnelle de base d’un tissu, elles sont 

généralement placées au centre d’une approche d’ingénierie tissulaire. Elles sont ensemencées 

sur un biomatériau adapté qui leur sert de support. Les cellules utilisées dans ce cas peuvent 

provenir du patient lui-même (cellules autologues, [10]), d’un donneur (cellules allogéniques, 

[11]), ou plus rarement d’une autre espèce (cellules xénogéniques, [12]). L’utilisation de 

cellules matures provenant du patient pose problème car elles proviennent en général d’un tissu 

déjà affecté par une maladie, ou leur prélèvement est susceptible de l’aggraver. Le prélèvement 

chez un individu sain présente lui aussi le risque de déclencher une pathologie, liée soit au 

manque engendré par le prélèvement de cellules, soit à une réaction déclenchée par la procédure 

du prélèvement qui est généralement chirurgicale. De plus, la plupart des cellules matures 

spécialisées ont perdu leur capacité de division, et perdent rapidement leur phénotype in vitro 

[13][14]. L’utilisation de cellules souches capables de se diviser et de se différencier est donc 

rapidement devenue centrale en médecine régénératrice. Les cellules souches 

mésenchymateuses (CSM) présentent dans ce contexte un très grand intérêt. Elles sont capables 

de se diviser en grand nombre in vitro et de fournir une grande quantité de cellules fonctionelles. 

Elles peuvent se différencier vers tous les types cellulaires mésenchymateux comme les 

adipocytes, les chondrocytes ou les ostéocytes [15]. Elles sont retrouvées et peuvent être isolées 

à partir d’un grand nombre de tissus comme les follicules capillaires [16], le cordon ombilical, 

le tissu adipeux , la moelle osseuse [17], ou la pulpe dentaire [18]. De plus, les CSM ont des 

propriétés immunomodulatrices qui revêtent un grand intérêt dans un contexte de greffe 

allogénique [19]. Il a également été démontré que leurs capacités régénératrices en thérapie 

cellulaire passent par leurs produits de sécrétion dont les vésicules extracellulaires (cf. article 

en Annexe). Les CSM de la gelée de Wharton (CSM-GW), le tissu conjonctif entourant les 

vaisseaux du cordon ombilical, présentent l’avantage de pouvoir être obtenues de manière non 

invasive. Elles sont disponibles en grand nombre, et sont plus immatures d’un point de vue 

immunologiques que leurs semblables issues de tissus adultes[20]. Aussi, le groupe 

d’ingénierie vasculaire du laboratoire IMoPA a déjà démontré leur capacité à se différencier 

vers des phénotypes vasculaires comme les cellules endothéliales [19][21]. L’utilisation de 

CSM-GW différenciées a donc pour avantage de s’affranchir des contraintes liées aux 
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prélèvements autologues (invasivité, vieillissement cellulaire, perte de phénotype des cellules 

matures…). Cependant, l’inconvenient est que des cellules allogéniques sont tout de même 

employées, et que la différenciation cellulaire peut être difficile à obtenir car elle demande la 

maîtrise de nombreux facteurs. 

 

b. Les biomatériaux 

 

Les cellules dans un tissu s’entourent d’une matrice extracellulaire (MEC) qui non 

seulement leur sert de support, mais qui confère également au tissu ses propriétés chimiques, 

physiques et biologiques. Dans une approche d’ingénierie vasculaire, les biomatériaux ont pour 

but de se rapprocher de la structure de la MEC native du tissu à réparer, afin de guider la 

différenciation cellulaire et de supporter les contraintes physiologiques liées à leur implantation 

chez le malade. Il permet à la culture cellulaire d’avoir lieu en trois dimensions, et d’éviter les 

problèmes de dédifférenciation fréquemment rencontrés dans les cultures en monocouche in 

vitro. Ses propriétés mécaniques jouent également un rôle important, car il est susceptible de 

devoir supporter des contraintes mécaniques intenses : par exemple la pression du sang dans un 

vaisseau, la compression dans le cartilage ou l’écrasement dans l’os. 

 

Les biomatériaux peuvent être d’origine synthétique [22] ou naturelle. Parmi les 

biomatériaux synthétiques, sont déjà couramment utilisés en santé des métaux comme le titane 

pour les prothèses de hanche, les céramiques pour les prothèses dentaires, ou les polymères 

pour les lentilles de contact ou les colles chirurgicales. L’inconvénient de ce type de matériau 

est qu’il interagit peu l’environnement du site d’implantation. Les biomatériaux d’origine 

naturelle peuvent être issus de polysaccharides comme le chitosan (dérivé de la chitine présente 

dans la carapace des crustacés)[23], l’alginate (issu des algues brunes)[24] ou la cellulose 

végétale [25], qui ont des structures très proches des composants de la MEC humaine. Dans les 

biomatériaux d’origine naturelle sont également retrouvés les MEC décellularisées, qui 

proviennent de toutes sortes de tissus : la rate [26], la cornée [27], le cartilage [28] ou l’os [29] 

en sont autant d’exemples. L’avantage d’employer ce type de matrices est qu’il reproduit au 

plus près la MEC du tissu à régénérer puisqu’elles sont synthétisées in vivo par des cellules 

humaines. L’inconvénient réside dans la nécessité de prélever ses matrices, souvent de manière 

invasive. Le groupe ingénierie vasculaire de l’UMR IMoPA a démontré la possibilité d’utiliser 

la MEC issue de la gelée de Wharton (MEC-GW) comme biomatériau utilisable pour 

l’ingénierie tissulaire (cf. article suivant). 
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Publication n°1 : Article scientifique 

Résumé en français 

Matrice dérivée du cordon ombilical humain : un biomatériau adapté pour des applications en 

ingénierie tissulaire. 

Pan Dan, Émilie Velot, Benjamin Mesure, Guillaume Groshenry, Jalal Bacharouche, 

Véronique Decot  et Patrick Menu 

Publié dans Bio-Medical Materials and Engineering n°28 en 2017. 

 

Un des axes de recherche en médecine régénératrice consiste à développer des matrices 

extracellulaires (MEC) capables de mimer l’environnement naturel des cellules. Dans ce but, 

les biomatériaux synthétiques comme naturels ont été largement étudiés. Les polymères 

naturels présentent un plus grand intérêt car ils présentent moins de problèmes de 

biocompatibilité. Le collagène et la fibronectine sont bien connus et utilisés comme support de 

culture cellulaire dans de nombreux modèles d’ingénierie tissulaire. En tant que protéine la plus 

abondante protéine chez les mammifères, le collagène peut être obtenu à partir de tissus 

animaux ou humains. Actuellement, le collagène commercial est classiquement extrait de la 

queue de rat ou du placenta humain. En raison des problèmes de rejet xénogéniques, la MEC 

animale a peu d’application cliniques et cela favorise le développement de produits dérivés de 

tissus humains. Le placenta humain contient une matrice contenant de nombreux facteurs de 

croissance ayant un rôle dans l’angiogenèse. Le lysat plaquettaire est une autre source 

prometteuse d’additif de culture de grade clinique pour l’expansion cellulaire. Ces découvertes 

encouragent la recherche de nouvelles sources de tissus humains pour l’ingénierie tissulaire.  

Cette étude visait à explorer la matrice extracellulaire issue du tissu conjonctif du cordon 

ombilical aussi appelé gelée de Wharton (MEC-GW), connue pour héberger une grande 

concentration de cytokines. Nous avons utilisé une méthode enzymatique pour isoler et 

solubiliser la MEC-GW, caractérisé le produit obtenu et examiné son potentiel en ingénierie 

tissulaire.  

La MEC-GW a été obtenue à partir de cordons ombilicaux découpés en petits morceaux 

et digérés dans de la trypsine pendant 24h jusqu’à obtention d’une solution visqueuse. La 

concentration en MEC-GW dans cette solution a été déduite en lyophilisant une partie de la 

solution. Un kit d’analyse des facteurs de croissance de l’angiogenèse a révélé une forte 

concentration en facteurs de croissance et protéines matricielles tels que le vascular endothelial 
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growth factor (VEGF), le fibroblast growth factor (FGF-2), le platelet derived growth factor-

AA (PDGF-AA), le transforming growth factor- beta 1 (TGF-ß1) et du collagène de type XVIII. 

La présence de collagène de type I a également été mise en évidence dans la MEC-GW par 

Western Blot, collagène qui est hydrolysé par la trypsine en absence de neutralisation par du 

sérum de veau fœtal (SVF). De plus, aucune présence d’ADN résiduel n’est détectée au terme 

de la préparation de la MEC-GW, indiquant que la décellularisation est complète. Il a également 

été démontré que la MEC-GW peut se déposer et former une couche de 45 nm d’épaisseur 

visible en microscopie de force atomique sur des lames de verre, ainsi que sur des artères de 

cordon ombilical désendothélialisées. Ce dépôt de MEC-GW est capable de supporter 

l’adhésion et la prolifération de CSM-GW et de cellules endothéliales de la veine du cordon 

ombilical humain (HUVEC). 
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coating for 5 days before being marked with phalloidine and DAPI for fluorescent microscopy observa-

tion as previously described [9].

3. Results

3.1. Characterization of human umbilical cord matrix

After 24 hours of magnetic stirring in presence of trypsin, hUCM was digested into a viscous solu-

tion (Fig. 1). The concentration of hUCM was then precisely calculated using a lyophilized solution.

The influence of trypsin, FBS and PBS was also taken into account during calculation. A cytokine ar-

ray focused on soluble factors revealed that the solution contained abundant growth factors and ECM

proteins, including vascular endothelial growth factors (VEGF), fibroblast growth factors-2 (FGF-2),

platelet derived growth factor-AA (PDGF-AA) and transforming growth factor-beta 1 and collagen

XVIII (Fig. 2(a)). Collagen I was also detected by western blot in three independently prepared hUCM.

We also observed that the neutralization of trypsin by FBS is mandatory, since collagen I was destroyed

in absence of trypsin neutralization (Fig. 2(b)).

3.2. Residual DNA detection

The presence of residual human DNA was next determined. DNA was detected in samples without

FBS, but residual DNA was destroyed when FBS was added. Thus, in all the three independently pre-

pared full hUCM, no residual DNA was detected (Fig. 2(c)).

Fig. 1. Human umbilical cord matrix was obtained by trypsin digestion under magnetic stirring, followed by adding FBS. The
solution was then lyophilized for precise concentration calculation or further biological characterization.

Fig. 2. Characterization of hUCM solution. (a) Biochemical analysis using human angiogenesis array demonstrated growth
factors and collagen content. (b) Western-blot using collagen I antibody indicated that hUCM contained collagen I. (c) Residual
DNA was determined by agarose gel electrophoresis. No residual DNA was detected in any of the three independently prepared
hUCM.
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regenerative medicine. However, we cannot exclude the risk of xenogeneic reaction due to presence of

FBS, even if the percentage used was low. An alternative of FBS will be required to supply a full clinical

grade hUCM.

5. Conclusion

Our results revealed an enzymatic method to obtain a complex matrix from human umbilical cord. The

hUCM contained various growth factors and different types of collagen, which can provide a biomimetic

environment for cell culture. No residual DNA was detected from the hUCM, which makes it a safe

product for clinical transfer. The hUCM can easily form a coating on 2D and 3D substrates to support

cell culture. This point makes hUCM a strong tool for tissue engineering.
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c. Les stimuli 

 

Les cellules perçoivent directement les conditions biologiques, chimiques ou physiques 

du milieu qui les entourent, et ces les caractéristiques dépendent du tissu étudié. Ces facteurs 

extrinsèques influencent le comportement des cellules et agissent comment de véritables stimuli 

de l’environnement qui les poussent à s’adapter et se différencier pour y répondre. C’est 

pourquoi une approche d’ingénierie tissulaire doit nécessairement les prendre en compte et les 

intégrer dans son modèle. 

Les facteurs de croissance, les cytokines et les hormones en général participent à la 

communication cellulaire et agissent comme des signaux qui poussent les cellules à se diviser, 

migrer, se différencier et/ou changer leur métabolisme. Ainsi, de nombreuses études utilisent 

déjà des facteurs biochimiques pour guider le comportement des cellules dans la direction 

souhaitée [30]. D’autre part, les cellules sont également sensibles aux contraintes mécaniques 

de leur environnement, c’est par exemple le cas des cellules vasculaires qui subissent des 

contraintes d’étirement, ou des chondrocytes qui reçoivent des forces de compression intenses. 

Ces paramètres mécaniques sont aujourd’hui également intégrés dans de nombreuses études 

d’ingénierie cellulaire [2][31]. La compostion de la MEC entourant les cellules doit également 

être prise en compte dès les étapes in vitro afin de permettre de se diriger vers un implant en 3 

dimensions transférable in vivo. 

 

d. La thérapie génique dans la réparation tissulaire 

 

L’utilisation de molécules recombinantes en culture présente des inconvénients liés 

notamment à la demie-vie courte de ces molécules dans le milieu. Depuis plusieurs années, la 

thérapie génique se présente comme la solution à ce problème en employant des gènes 

thérapeutiques. Elle s’appuie sur l’utilisation de vecteurs afin d’introduire ces gènes 

thérapeutiques dans des cellules, qui sécrètent alors elles-mêmes les facteurs de différenciation 

par exemple. Les vecteurs utilisés en thérapie génique peuvent être viraux ou non-viraux. Les 

vecteurs non viraux les plus utilisés sont les plasmides, introduits à l’intérieur des cellules par 

l’intermédiaire d’agents chimiques ou physiques permettent de rendre les membranes 

perméables. L’avantage de ce type de vecteur est qu’il n’est pas introduit dans le génome de 

l’hôte, présentant ainsi peu de risque liés à l’intégration. En revanche, l’inconvénient est qu’il 

présente une efficacité faible, en effet avec les plasmides le nombre de cellules transfectées 

reste faible. Les vecteurs viraux tels que les lentivirus ou les adénovirus sont en revanche plus 
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efficaces, permettant d’obtenir un niveau de transduction plus élevé et surtout une plus grande 

persistance de l’expression dans le temps, mais il présente un risque intégratif lié à l’insertion 

de gènes dans l’ADN de la cellule hôte. Les vecteurs viraux et non viraux ont démontré leur 

efficacité dans la réparation tissulaire du cartilage [32][33] et de l’os [34][35], présentant donc 

ainsi un intérêt dans notre travail en permettant l’expression à long terme de facteurs de 

différenciation du cartilage ou de l’os, comme par exemple Sox9, un facteur de transcription 

central dans la différenciation chondrocytaire et la formation du cartilage [36]. 

 

2. L’ingénierie tissulaire musculo-squelettique.  

 

L’ingénierie tissulaire  a pour but de régénérer les tissus. Dans notre travail, elle 

s’intéresse aux tissus musculosquelettiques dont font partie l’os et le cartilage, affectés par de 

nombreuses pathologies touchant de plus en plus de personnes, notamment parce qu’elles sont 

liées au vieillissement de la population, et encore à l’absence de traitement totalement efficace. 

Les techniques mises en place pour recréer ces tissus font appel aux nombreux progrès effectués 

ces dernière décennies dans les domaines de l’ingénierie tissulaire sur l’utilisation de CSM et 

de biomatériaux innovants, mais également de la thérapie génique, et associent ces concepts 

dans des études de plus en plus complexes. Aussi, nous avons rédigé une mini-revue 

synthétisant les études de ces dernières années associant l’utilisation de CSM, de thérapie 

génique et de biomatériaux dans le but de régénérer les tissus osseux et cartilagineux, puisque 

c’est précisément ce type de modèle qui est à l’étude dans notre travail. 
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Publication n°2 : Mini-revue 

Résumé en français 

 

Biomatériaux et Thérapie génique : une combinaison pertinente pour l’ingénierie 

musculosquelettique employant des CSM. 

 

Benjamin Mesure, Patrick Menu, Jagadeesh Kumar Venkatesan, Magali Cucchiarini et Émilie 

Velot. 

 

Accepté en juin 2018 dans Current Stem Cell Research & Therapy. 
 

 

Les pathologies musculosquelettiques, particulièrement celles qui affectent les os et les 

articulations, demeurent un défi pour la médecine régénératrice. Les principales difficultés liées 

à l’ingénierie tissulaire osseuse sont la taille des lésions, le besoin d’une vascularisation riche 

et la synthèse des composants de la MEC appropriés dans le tissu cible. Le cartilage est lui un 

tissu avasculaire et possède donc des capacités de régénération très limitées. Grâce à leur 

capacité d’auto-renouvellement, leur plasticité et leurs propriétés immunomodulatrices, les 

cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont devenues un acteur central dans l’ingénierie 

tissulaire, et il a déjà été démontré qu’elle étaient capables de se différencier vers des 

phénotypes chondrogéniques ou ostéogéniques. Qu’ils soient d’origine synthétique (par 

exemple le phosphate tricalcique) ou d’origine naturelle (par exemple l’acide hyaluronique), 

les biomatériaux peuvent être conçus afin de s’intégrer dans des lésions osseuses ou 

cartilagineuses pour en assurer la stabilité mécanique, mais aussi pour contrôler la distribution 

spatiale des cellules ainsi que leur différenciation. Des facteurs de croissance solubles sont 

généralement utilisés pour favoriser la différenciation cellulaire et pour stimuler la production 

de MEC, dans le but d’obtenir le tissu souhaité. Cependant, à cause de leur demi-vie courte, des 

transfections utilisant des ADN plasmidiques ou des transductions via un vecteur viral de gènes 

thérapeutiques peuvent être utilisées pour induire la sécrétion cellulaire de ces facteurs, 

permettant d’obtenir des effets plus pérènnes. De plus, le phénotype chondrocytaire peut 

s’avérer difficile à contrôler dans le temps, avec par exemple une dérive vers la production de 

marqueurs hypertrophiques ou ostéogéniques indésirables pour la production de cartilage 

hyalin. C’est pourquoi les stratégies de régénération de tissus sont de plus en plus élaborées, 

avec des associations incluant les bienfaits des CSM, des biomatériaux, et de la thérapie génique 

afin d’obtenir une régénération tissulaire optimale. Cette minirevue s’intéresse donc aux études 
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in vitro, in situ et in vivo combinant les biomatériaux et la thérapie génique associées aux CSM 

pour l’ingénierie cartilagineuse et osseuse. 
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Abstract: Musculoskeletal pathologies, especially those affecting bones and joints, remain a challenge for regenerative 

medicine. The main difficulties affecting bone tissue engineering are the size of the defects, the need for blood vessels and the 

synthesis of appropriate matrix elements in the engineered tissue. Indeed, the cartilage is an avascular tissue and consequently 

has limited regenerative abilities. Thanks to their self-renewal, plasticity and immunomodulatory properties, mesenchymal 

stem cells (MSCs) became a central player in tissue engineering, and have already been shown to be able to differentiate 

towards chondrogenic or osteogenic phenotypes. Whether synthetic (e.g. tricalcium phosphate) or from natural sources (e.g. 

hyaluronic acid), biomaterials can be shaped to fit into bone and cartilage defects to ensure mechanical resistance and may 

also be designed to control cell spatial distribution or differentiation. Soluble factors are classically used to promote cell 

differentiation and to stimulate extracellular matrix synthesis to achieve the desired tissue production. But as they have a 

limited lifetime, transfection using plasmid DNA or transduction via viral vector of therapeutic genes to induce the cell 

secretion of these factors allows to have more lasting effects. Also, the chondrocyte phenotype may be difficult to control 

over time, with for example the production of hypertrophic or osteogenic markers that is undesirable in hyaline cartilage. 

Thus, tissue regeneration strategies became more elaborated, with an attempt at associating the benefits of MSCs, 

biomaterials, and gene therapy to achieve a proper tissue repair. This minireview focuses on in vitro and in vivo studies 

combining biomaterials and gene therapy associated with MSCs for bone and cartilage engineering. 

Keywords: musculoskeletal lesions, MSCs, gene therapy, biomaterials, bone tissue engineering, cartilage tissue engineering. 

1. INTRODUCTION 

 A variety of human pathologies of the musculoskeletal 
system remain of strong concern, showing the necessity for 
novel therapeutic strategies that might be based on tissue 
engineering approaches. Each tissue has its own 
characteristics that need to be taken into account when trying 
to build an engineered graft. 

 Bone pathologies following trauma, cancer, or congenital 
diseases require large volumes of tissue because of the size 
of the defects [1]. In such cases, autologous grafts are 
standard treatments but with intrinsic limitations often 
because the patient has an altered donor site. Allografts and 
synthetic materials also cannot offer satisfying results 
because of the lack of donor tissues, biocompatibility issues, 
or erosion. The vascularization of the bone is also a 
challenge as numerous vessels are required to bring 
sufficient oxygen and nutrients as well as progenitor cells 
[2,3]. 
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 In the case of the articular cartilage, the most represented 
causes of degradation are trauma and degenerative diseases 
such as osteoarthritis (OA). Because of its avascular and 
aneural nature, the cartilage has a poor self-healing capacity. 
The main treatment for end-stage joint pathology is currently 
total joint replacement, yet it does not afford long-term 
restauration [4]. 

 Because of the limitations of two-dimensional (2D) in 
vitro systems (lack of differentiation, difficulties to 
reproduce the native cell environment), studies are always 
elaborating more complex and specific systems by 
combining cells, biomaterials, and biological or mechanical 
factors. Mesenchymal stem cells (MSCs) have now become 
a gold standard in regenerative medicine. These cells are 
capable of self-renewal, are multipotent, home to damaged 
tissues, and can modulate the surrounding immunity. MSCs 
are employed in many clinical trials involving for example 
treatments for graft versus host disease [5] or OA [6]. 
Although the most frequently used sources of MSCs are 
from adult origin like bone marrow or adipose tissue, 
perinatal sources such as Wharton’s jelly in umbilical cord 
are potent alternatives as they do not request invasive 
procedures and offer larger quantities of cells with higher 
proliferation rate and greater immunomodulatory properties 
[7,8]. MSCs have also been proposed as good candidates for 
gene therapy and could be used as delivery vectors in many 
approaches [9]. 
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Objectifs de la thèse 

 

Les objectifs de ce travail de thèse ont été d’associer l’expertise reconnue en médecine 

régénérative humaine musculo-squelettique - utilisant notamment la thérapie génique - du 

« Zentrum für Experimentelle Orthopädie » (ZEO, Allemagne) dirigé par le Professeur Magali 

Cucchiarini, à celle du groupe « ingénierie vasculaire » dirigé par le Professeur Patrick Menu 

de l’UMR IMoPA (France), afin de constituer des biomatériaux hydrides à base de CSM 

utilisables  en ingénierie musculo-squelettique.   

Dans un premier temps, le travail s’est appuyé sur les compétences du groupe ingéniérie 

vasculaire et s’est concentré sur la formation de vaisseaux de faible diamètre pouvant présenter 

un intérêt dans l’ingéniérie musculosquelettique notamment osseuse. En effet, dans un contexte 

de fractures de grande taille nécessitant de créer des implants osseux importants, la 

vascularisation doit être prise en compte.  La différenciation des CSM-GW vers un phénotype 

endothélial (constituant l’intima vascualaire) étant déjà maîtrisée par notre groupe, la 

différenciation in vitro des CSM-GW cultivées en monocouche sur supports standards vers un 

phénotype musculaire lisse (constituant la media vasculaire) a été testée en présence de TGF-

ß1 ou d’acide ascorbique (cf. Article n°3). Les résultats obtenus ont mis en évidence que pour 

favoriser une différenciation cellulaire plus complète et plus durable, il était nécessaire de 

développer un modèle de différenciation en 3 dimensions en s’appuyant sur les compétences 

du ZEO. 

Le ZEO réalise le transfert de gènes thérapeutiques par des virus adéno-associés 

recombinants (rAAV). Les rAAV sont déjà clonés et préparés en routine au ZEO, notamment 

des vecteurs porteurs de gènes thérapeutiques spécifiques du cartilage (rAAV-FLAG-hsox9 

portant le facteur de transcription SOX9). Nous avons donc mis au point un modèle de 

biomatériau hybride en nous focalisant sur la différenciation chondrogénique (expertise du 

ZEO) de CSM-GW (cellules couramment employées par IMoPA). Ce modèle a pour but 

d’associer les bénéfices des CSM-GW, de la MEC-GW et de la thérapie génique (présentés 

dans l’introduction) dans un système de culture en 3 dimensions. Les résultats de ces 

expériences avaient pour but d'identifier l’association optimale entre les CSM-GW, la MEC-

GW et les rAAV ainsi que les conditions favorables à la chondrogenèse dans notre modèle (cf. 

Article n°4), ceci dans le but de constituer des implants capables de régénérer des lésions du 

cartilage. L’objectif à plus long terme de ce travail étant également d’étendre le modèle aux 

lésions osseuses.  
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Partie 1 : Différenciation vasculaire de CSM-GW 

 

Publication n°3 : Article scientifique 

Résumé en français 

 

Le transforming growth factor-ß1 et l’acide ascorbique permettent de différencier les CSM-

GW vers un phénotype musculaire lisse. 

Benjamin Mesure, Sophie Huber-Villaume, Patrick Menu  et Émilie Velot. 

Publié dans Bio-Medical Materials and Engineering n°28 en 2017. 

 

Au début de la thèse, ce travail s’est inscrit dans la continuité de la thématique du groupe 

« Ingénierie Vasculaire ».  Notre groupe a déjà démontré plusieurs fois la faisabilité de la 

différenciation de CSM-GW vers un phénotype endothélial, aussi bien sur des films 

multicouches de polyélectrolytes [19] que sur des lames de verre recouvertes par un dépôt de 

MEC de GW [37]. Nous nous sommes donc naturellement tournées vers la différenciation de 

CSM-GW vers un phénotype de CML, l’autre principal type cellulaire rencontré dans les 

vaisseaux sanguins. Dans cette étude nous avons étudié l’effet de l’ajout de transforming 

growth factor-ß1 (TGF-ß1) ou d’acide ascorbique (AA) dans le milieu de culture de CSM-GW 

sur cette différenciation, suivie par Western Blot pour l’expression de marqueurs 

caractéristiques des CML. Après 12 jours de culture, l’expression de marqueurs précoces (tels 

que l’alpha actine du muscle lisse ou la protéine SM22) et intermédiaires (tels que la calponine 

ou la caldesmone) de la différenciation des CML a été mise en évidence, notamment dans les 

conditions présentant les plus fortes concentrations en TGF-ß1 et AA. En revanche, 

l’expression du marqueur caractéristique des CML matures, la chaîne lourde de la myosine du 

muscle lisse, n’a pas été constatée. Cela nous a poussé à conclure que les conditions dans 

lesquelles était réalisée cette différenciation (2 dimensions in vitro), ne permettaient pas aux 

cellules d’acquérir pleinement le phénotype souhaité. Cela a donc orienté notre réflexion vers 

l’élaboration de biomatériaux en 3 dimensions impliquant des facteurs de différenciation plus 

efficaces (utilisation de la thérapie génique), en dialogue avec le ZEO.  
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Partie 2 : Différenciation chondrogénique de CSM-GW 

 

 

Publication n°4 : Article scientifique 

Résumé en français 

 

Influence de la matrice extracellulaire du cordon ombilical sur le potentiel chondrogénique des 

cellules souches mésenchymateuses humaines de la gelée de Wharton génétiquement modifiées 

pour surexprimer SOX9 via un transfert de gène par rAAV 

Benjamin Mesure, Patrick Menu, Jagadeesh K. Venkatesan, Gertrud Schmitt, Émilie Velot, and 

Magali Cucchiarini. 

Manuscrit soumis à Journal of Experimental Orthopaedics. 

 

La greffe de biosubstituts comportant des cellules souches génétiquement modifiées 

dans les sites de lésions cartilagineuses est une approche de choix pour renforcer les processus 

de régénération dans de telles lésions, en particulier en utilisant les CSM-GW qui ont un 

potentiel chondrogénique fort et qui sont plus primitives que les CSM présentes dans la moelle 

osseuse des individus adultes. Nos objectifs de travail pour cet article étaient de démontrer que 

les CSM-GW pouvaient être transduites par rAAV et surexprimer SOX9, un facteur de 

transcription hautement chondrogène, afin d’induire une différenciation chondrogénique par 

rapport au traitement témoin (gène rapporteur lacZ). Basées sur les travaux antérieurs d’IMoPA 

concernant les MEC naturelles, les transductions ont été effectuées dans un modèle de culture 

tridimensionnel sous forme de pellets en présence ou non d’une solution de matrice 

extracellulaire naturelle issue de la gelée de Wharton (MEC-GW). Les CSM-GW ont été 

traduites avec succès et ont exprimé le gène lacZ jusqu’à 21 jours de culture. L’expression de 

lacZ a été augmentée en présence de MEC-GW. La surexpression de SOX9 médiée par rAAV 

a entraîné une différenciation vers un phénotype chondrogénique des CSM-GW. Ceci a été 

démontré par l’augmentation de la synthèse de protéoglycanes et du collagène de type II. De 

plus, cette augmentation est plus importante en présence de MEC-GW. Les résultats obtenus 

montrent l'intérêt d'utiliser une telle stratégie basée sur les cellules souches, la MEC-GW et les 

rAAV dans de futurs traitements pour les lésions du cartilage articulaire in vivo.   
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Abstract 

 

The implantation of genetically modified progenitor cells in sites of cartilage injury is a 

valuable approach to strengthen the reparative processes in such lesions, especially 

when using the safe, chondrogenically potent human mesenchymal stem cells of the 

Wharton’s jelly (hWJ-MSCs) that are more primitive than those present in the bone 

marrow of adult individuals. The goal of the present study was to evidence whether 

human WJ-MSCs are amenable to gene transfer via clinically adapted recombinant 

adeno-associated viral (rAAV) vectors and can overexpress SOX9, a highly 

chondrogenic transcription factor, in order to trigger the chondrogenic commitment of 

such cells versus control (reporter lacZ gene) treatment in their natural, extracellular 

matrix (WJ-ECM). Sustained lacZ expression was achieved in hWJ-MSCs, especially 

when maintained in their WJ-ECM. The rAAV-mediated sox9 overexpression further 

increased the chondrogenic activities in hWJ-MSCs most particularly in their three-

dimensional WJ-ECM. The present findings show the value of using such a cell- and 

rAAV-based strategy in future setups for the treatment of articular cartilage defects in 

vivo. 

 

Keywords: cartilage repair, hWJ-MSCs, WJ-ECM, rAAV, SOX9, chondrogenesis 
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Introduction 

 

The articular cartilage is an essential tissue that permits a smooth gliding of the 

articulations but in adults, as a result of its lack of vascularization, it is not capable of 

fully regenerating in response to traumatic or degenerative injury, rather leading to the 

formation of a poorly functional fibrocartilaginous repair tissue in cartilage lesions 

(type-I versus type-II collagen and proteoglycans typical of the hyaline cartilage) 

[Buckwalter & Mankin 1998 487; Madry 2011 669]. Classical surgical treatments, even 

those based on marrow stimulation techniques, are still not capable of providing 

effective options to permanently reconstitute the hyaline cartilage surface that would 

reliably support physiological loads in patients [Smith 2005 445; Madry 2011 669]. 

Administration of adult progenitor cells originating from the bone marrow (bone 

marrow-derived mesenchymal stem cells - BM-MSCs) may be a well adapted strategy 

to increase the processes of chondroregeneration in sites of cartilage damage [Bruder 

1994 283; Caterson 2001 E1; Johnstone 2001 915; Orth 2014 1]. Nevertheless, clinical 

attempts at injecting such cells in cartilage lesions have not led thus far to the 

reproduction of the hyaline cartilage, promoting instead the generation of a poorly 

integrative fibrocartilage [Wakitani 2004 595; Skowroński & Rutka 2013 195]. In this 

regard, the use of cells that are more primitive than adult BM-MSCs, and still display 

safe, clinically adapted profiles such as those present in the Wharton’s jelly (WJ-MSCs) 

[Chen 2014 e98565; El Omar 2014 523], may provide strong alternatives for 

applications aiming at enhanced cartilage repair [Orth 2014 1]. WJ-MSCs that have 

been reported for their ability to commit towards the chondrogenic phenotype [Wang 

2004 1330; Baksh 2007 1384; Troyer 2008 591; Gauthaman 2012 235; Orth 2014 1] 

are being currently tested in patients with orthopaedic lesions [Sadlik 2018 e57], yet 
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sequences in hWJ-MSCs has been reported only by Wang et al. [Wang 2014 279 

PMID 24652327] who employed nonviral gene transfer, achieving high gene transfer 

efficiencies but only for a relatively short period of time (80% for 2 days), while rAAV 

vectors allow to persistently reach such levels for months to years [Xiao 1996 8098], 

making them more adapted for sustainable clinical applications [Cucchiarini & Madry 

2005 1495; Evans & Huard 2015 234; Cucchiarini 2016 495]. 

The goal of the present study was therefore to examine whether hWJ-MSCs are 

permissive to rAAV and can overexpress sox9 via this vector class as a means to 

activate the metabolic and chondrogenic processes in such cells in vitro relative to 

control (reporter lacZ gene) treatment, especially when maintained in their natural 

extracellular matrix (WJ-ECM) [Dan 2017 227; Dan 2017 s95]. For the first time, to our 

best knowledge, we provide evidence showing that rAAV can mediate effective, 

prolonged gene overexpression in hWJ-MSCs in vitro. Moreover, hWJ-MSCs 

genetically modified to overexpress SOX9 via rAAV-mediated gene transfer showed 

enhanced levels of matrix deposition, and chondrogenic differentiaton in the cells 

relative to control treatment. These findings provide a basis to further test the current 

cell- and rAAV-based approach as a promising tool to treat articular cartilage defects 

in vivo. 
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Results 

 

Effective rAAV-mediated transgene expression in human Wharton’s jelly-

derived mesenchymal stem cells via rAAV-mediated gene transfer using 

Wharton’s jelly extracellular matrix 

 

Human Wharton’s jelly MSCs (hWJ-MSCs) were first transduced with the rAAV-lacZ 

vectors in the presence of Wharton’s jelly extracellular matrix (WJ-ECM) to examine 

the feasibility of overexpressing transgene in the cells relative to conditions in the 

absence of WJ-ECM (Figure 1). 

Highly efficient transgene (lacZ) expression was detected in hWJ-MSC 

aggregates when applying the rAAV-lacZ vector over a prolonged period of time known 

to support hMSC chondrogenesis (21 days) [Cucchiarini 2011 1921; Venkatesan 2012 

22]. The presence of WJ-ECM in the cultures seems to improve the transduction. As 

previously shown in hBM-MSCs the lacZ signal became weaker at day 21 [Cucchiarini 

2011 1921; Venkatesan 2012 22].  
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Biological and chondrogenic effects of rAAV-mediated SOX9 overexpression in 

human Wharton’s jelly-derived mesenchymal stem cells using Wharton’s jelly 

extracellular matrix 

 

Chondrogenically-induced aggregate cultures of hWJ-MSCs were next transduced 

with rAAV-FLAG-hsox9 to analyze the effects of SOX9 overexpression upon the 

biological and chondrogenic activities of the cells in the presence of WJ-ECM versus 

control (rAAV-lacZ) treatment, and conditions in the absence of extracellular matrix. 

As we already evidenced that rAAV gene transfer had neither toxic nor advantageous 

effect on hMSC chondrogenesis [Cucchiarini 2011 1921; Venkatesan 2012 22], a test 

condition without vector treatment was not further included in the present analyses. 

Chondrogenic differentiation was successfully achieved in the hWJ-MSC 

aggregates days especially in the presence of the sox9 vector relative to lacZ treatment 

as noted by a stronger toluidine blue staining (Figure 2) and type-II collagen 

immunostaining (Figure 3). The presence of WJ-ECM in the cultures seems to improve 

proteoglycan synthesis and chondrogenic activity (Figure 2 and Figure 3). Production 

of proteoglycans was achieved in all tested conditions as showed by biochemical 

assay (Figure 4). 
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Figure 4. Biochemical analyses after 21 days in vitro. Proteoglycan content standardized to 

the total protein content of the WJ-MSC aggregates cultured in the presence or absence of 

WJ-ECM (+/- ECM, respectively). 
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Modulation of the gene expression profiles in human Wharton’s jelly treated with the 

candidate rAAV-FLAG-hsox9 construct using Wharton’s jelly extracellular matrix 

Chondrogenically-induced aggregate cultures of hWJ-MSCs were finally transduced 

with rAAV-FLAG-hsox9 in the presence of WJECM to investigate the impact of sox9 

gene transfer and overexpression on the levels of cartilage-specific gene expression 

in the cells in such a natural environment compared with control (rAAV-lacZ) treatment, 

with hBM-MSCs modified and kept in the same experimental conditions, and with 

conditions in the absence of extracellular matrix. 

Application of the rAAV sox9 vector to the hWJ-MSC aggregates in the presence 

of WJECM in the cultures increased the levels of SOX9 and ACAN after 21 days 

relative to rAAV-lacZ gene transfer without WJ-ECM (30.7- and 14.3-fold difference, 

respectively). ACAN level was also increased with rAAV-LacZ gene transfer in the 

presence of WJ-ECM relative to rAAV-LacZ gene transfer in the absence of WJ-ECM 

(1à.2-fold difference). No type II- or type X-collagen expression was detected in all 

tested conditions (Figure 5). 
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(proteoglycan and type-II collagen) relative to rAAV-lacZ, all in good agreement with 

the properties of SOX9 [Lefebvre & de Crombrugghe 1998 529; Tsuchiya 2003 338; 

Goldring 2006 33; Cao 2011 3910; Leung 2011 e1002356; Wang 2014 279 PMID 

24652327] and as observed in hBM-MSCs [Venkatesan 2012 22]. The chondrogenic 

effect was increased in WJ-ECM-treated cells.  

In conclusion, the current findings demonstrate the possibility of overexpressing 

sox9 via rAAV in hWJ-MSCs as a means to favorably stimulate the 

chondroregenerative activities of these cells in their native matrix. Such work 

represents a first, successful step towards translation in clinically relevant (orthotopic) 

models of cartilage defects [Pagnotto 2007 804; Cao 2011 3910; Liu 2011 2711; 

Cucchiarini 2013 625; Liu 2017 PMID 28261617] based on the administration of 

genetically modified WJ-MSCs as a means to enhance cartilage repair in vivo and 

possibly contain hypertrophic events. Such a strategy may have additional therapeutic 

benefits relative to direct, vector-based therapeutic gene transfer in such a setup 

[Cucchiarini 2013 625]. Altogether, this study shows the potential of targeting hWJ-

MSCs by rAAV gene transfer to overexpress sox9 in future strategies to treat cartilage 

lesions in patients. 
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Discussion, Conclusions et Perspectives 

 

 

Les maladies du système musculo-squelettique, notamment celles touchant les os et le 

cartilage, affectent plus de 100 millions d’européens. Que ce soit dans le cas de lésions 

chondrales ou osseuses, les traitements disponibles, qu’ils soient médicamenteux ou 

chirurgicaux, ne parviennent pas à restaurer les fonctions perdues de manière pleinement 

satisfaisante. Il est donc nécessaire de développer des stratégies thérapeutiques innovantes telles 

que celles faisant intervenir la médecine régénérative pour augmenter la régénération osseuse 

et cartilagineuse chez les patients, car les options cliniques existantes ne peuvent pas restituer 

pleinement la continuité qui existe entre l’os et le cartilage. 

 

1. La différenciation vasculaire 

 

Les travaux de thèse présentés ici en première partie concernent la différenciation 

vasculaire de CSM-GW. Si un des objectifs de ce travail était d’accomplir une différenciation 

chondrogénique afin de produire des implants utilisables pour traiter des lésions chondrales, 

l’objectif à plus long terme est également de parvenir à créer des implants osseux utilisables 

pour traiter des lésions osseuses. Dans cette optique, nous nous sommes appuyés sur les 

compétences dans la différenciation vasculaire du groupe « ingénierie vasculaire » pour 

différencier des CSM-GW en cellules musculaires lisses afin de mieux maîtriser ce type de 

différenciation, car une des principales difficultés affectant l’ingénierie tissulaire osseuse est le 

défaut de vascularisation dans les implants réalisés [7]. L’os est un tissu qui nécessite un très 

grand nombre de vaisseaux non seulement pour fournir les éléments de base nécessaires à la 

survie des cellules, mais également pour recruter les précurseurs nécessaires à son remodelage. 

C’est pourquoi les nombreux essais réalisés dans ce domaine tentent de favoriser l’apparition 

de cette vascularisation, par exemple en employant des facteurs comme le VEGF permettant de 

stimuler l’angiogenèse dans l’implant réalisé [38]. Le groupe « ingénierie vasculaire » de 

l’UMR IMoPA travaille sur l’élaboration de substituts vasculaires notamment pour les pontages 

coronariens et sur la différenciation des CSM-GW vers des phénotypes vasculaires pour 

constituer ces substituts. Le groupe est déjà parvenu à différencier les CSM-GW vers un 

phénotype de CE sur des films multicouches de polyélectrolytes, mais n’avait pas encore 

travaillé sur la différenciation vers un phénotype de CML. La littérature rapporte de nombreux 
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essais de différenciation de CSM de tissus adultes à l’aide de facteurs solubles comme le TGF-

ß1 [39] et l’acide ascorbique[40]. Ainsi nous avons testé ces stimuli sur les CSM-GW en raison 

de leurs avantages - comme leurs propriétés immunomodulatrices ou leur plus grande 

accessibilité - vis-à-vis de CSM originaires de tissus adultes. Après 12 jours de culture in vitro, 

les CSM-GW cultivées en présence d’acide ascorbique ou de TGF-ß1 ont exprimé de nombreux 

marqueurs protéiques caractéristiques des capacités contractiles des CML vasculaires. Nous 

avons mis en évidence l’expression de marqueurs précoces de différenciation comme l’alpha-

actine du muscle lisse ou la protéine SM22, et de marqueurs intermédiaires comme la calponine 

et la caldesmone. Cependant la myosine du muscle lisse, un marqueur protéique mature qui 

permet à la cellule de se contracter, n’était pas exprimée par les cellules, indiquant que la 

différenciation était initiée mais non complète, et que le phénotype contractile pleinement 

fonctionnelle n’était pas atteint. En effet, les CML dans les vaisseaux sont entourées d’une 

MEC sur laquelle elles peuvent prendre appui pour se contracter et qui n’est pas présente in 

vitro. De plus, elles ne sont pas situées dans un environnement mécanique adapté, avec des 

contraintes d’étirement stimulant leur contraction. Il faut également souligner l’absence de 

cellules endothéliales dans leur environnement, qui communiquent avec elles notamment par 

la sécrétion de NO pour favoriser la vasodilatation. Ces éléments environnementaux nous ont 

conduit à penser qu’un environnement tridimensionnel était indispensable à l’obtention d’un 

tissu achevé remplissant ses fonctions, et ce quel que soit le tissu, bien que nous ayons démontré 

que les CSM-GW sont capables d’acquérir un phénotype de CML vasculaire contractile avec 

des protéines qui leur sont spécifiques. 

En conclusion de cette première partie, ces travaux ont permis de démontrer la possibilité 

d’induire une différenciation vers un phénotype musculaire lisse de CSM-GW, un type 

cellulaire qui présente plus de nombreux avantageux par rapport aux CSM adultes pour une 

utilisation en ingénierie tissulaire. Cependant, la différenciation incomplète des CSM-GW a 

mis en évidence la nécessité de développer un modèle plus complet de différenciation qui tient 

compte de l’environnement des cellules dans leur tissu, notamment pour la poursuite de nos 

travaux sur la différenciation chondrogénique des CSM-GW. 

 

2. Différenciation chondrogénique de CSM-GW 

 

Les problèmes rencontrés dans la littérature concernant l’ingénierie du cartilage sont 

essentiellement liés à la perte du phénotype des cellules différenciées, qu’il s’agisse de 

chondrocytes adultes ou de CSM différenciées [41]. Nombre d’études s’attachent donc à 
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modifier certains facteurs de culture pour limiter la dédifférenciation.  Ainsi, il a été démontré 

que l’emploi de certains facteurs de croissance améliorait ou maintenait le phénotype 

chondrocytaire [42][43]. Au cours de mes travaux préliminaires au ZEO, nous avons réalisé 

que l’utilisation de facteurs solubles dont la demi-vie est très limitée en culture ne permet pas 

d’avoir une stimulation de différenciation constante sur les cellules, en parallèle de leur coût 

élevé. Le ZEO est spécialisé dans le traitements des atteintes ostéo-articulaires par thérapie 

génique, en employant notamment des rAAV porteurs de gènes induisant la production de 

facteurs par les cellules transduites. L’intérêt de cette méthode est que les cellules produisent 

alors elles-mêmes les facteurs de différenciation au cœur même du tissu, de façon continue et 

sur une durée beaucoup plus longue. L’utilisation de rAAV est alors apparue comme une 

solution alternative à l’emploi de facteurs solubles dans nos modèles d’ingénierie tissulaire. 

La littérature rapporte également l’intérêt d’utiliser des substrats protéiques pour 

améliorer la différenciation, comme des « coatings » à base de collagène de type I[44] ou II 

[45]. L’inconvénient est que ces recouvrements sont souvent minces et servent uniquement 

pour une culture en deux dimensions, en plus de n’être constitués que d’une seule protéine, ne 

permettant pas de reconstituer la complexité d’une MEC complète. C’est pourquoi aujourd’hui 

certains emploient directement de la MEC produite par les cellules [46]. En parallèle des 

travaux sur la différenciation vasculaire, nous travaillons également à Nancy sur l’utilisation de 

MEC-GW comme support de culture en ingénierie vasculaire. Nous avons démontré que la 

MEC-GW extraite par méthode enzymatique contient de nombreux facteurs de croissance et 

protéines matricielles capables de former une couche sur des lames de verre ou des artères 

ombilicales décellularisées. Au cours de ma thèse, j’ai développé une nouvelle méthode 

d’extraction de la MEC-GW par broyage mécanique, ce qui m’a permis de m’affranchir de 

l’utilisation d’enzymes et de l’ajout de sérum de veau fœtal à la solution obtenue. La partie 

soluble de la MEC-GW peut également être utilisée comme additif de culture dans nos modèles 

d’ingénierie vasculaire. L’avantage de cette technique est qu’elle repose sur l’utilisation de 

cordons sur lesquels nous travaillons déjà, en plus d’être récupérés sans aucun dommage pour 

les patients contrairement à d’autres MEC adultes, et qu’il s’agit ici d’une MEC naturelle qui 

est susceptible d’interagir plus efficacement avec les cellules que des matériaux synthétiques 

[47]. 

Nous avons alors développé un modèle incluant les CSM-GW, la MEC-GW et les rAAV 

comme vecteur pour induire la différenciation cellulaire. Les CSM-GW ont été cultivées en 

« pellets » permettant ainsi d’obtenir une architecture en trois dimensions, avec des pellets 

formés en présence de MEC-GW ou non. La culture de cellules en pellet est déjà fréquemment 
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utilisée en ingénierie tissulaire pour la différenciation chondrocytaire, car elle permet de 

cultiver plusieurs types cellulaires en parallèle en plus de permettre de former une structure en 

3D [48]. Nos premiers essais se sont portés sur la différenciation chondrocytaire des CSM-GW 

en nous basant sur l’expertise du ZEO dans ce domaine. Les cellules en suspension ont formé 

spontanément des pellets, puis ont été transduites avec des rAAV-sox9 induisant l’expression 

de SOX9, un facteur de transcription central dans la différenciation du cartilage déjà utilisé 

dans la littérature pour la différenciation de CSM [49][50], ou des rAAV-lacZ permettant 

l’expression de la ß-galactosidase d’E. Coli comme contrôle de transduction. Des « pellets » 

non transduits ont également été réalisés. Dès 7 jours et jusqu’à 21 jours de culture, nous avons 

mis en évidence la production de ß-galactosidase dans les pellets transduits avec le rAAV-lacZ. 

Nous avons également mis en évidence la production de collagène de type II et de 

protéoglycanes dans les pellets transduits avec le rAAV-sox9, avec une augmentation 

notamment en présence de MEC-GW versus les pellets sans MEC-GW. 

En conclusion, ces résultats démontrent la faisabilité de constituer des greffons pour 

l’ingénierie articulaire à partir de CSM-GW différenciées en employant les rAAV comme 

vecteur de transduction. L’ajout de MEC-GW stimule la différenciation des cellules et favorise 

la sécrétion de matrice cartilagineuse, démontrant son intérêt pour régénérer le cartilage, en 

plus de potentialiser l’effet de la transduction par les rAAV. De très nombreux essais sont 

rapportés dans la littérature associant des CSM et/ou des biomatériaux à base de 

polysaccharides ou de matrices naturelles et/ou de facteurs extérieurs (facteurs de croissance et 

stimuli mécaniques essentiellement) [9]. À notre connaissance, ces travaux sont les premiers à 

associer tous ces facteurs et à les combiner à des techniques de thérapie génique pour améliorer 

la différenciation cellulaire. Nos résultats démontrent la faisabilité d’employer un tel modèle 

avec la production de matrice cartilagineuse, améliorée notamment par la présence de matrice 

extracellulaire de gelée de Wharton. Cependant, ces travaux doivent encore démontrer leur 

efficacité in vivo, notamment en ce qui concerne la pérennité du phénotype cellulaire mais 

également en termes de résistance mécanique car les tissus issus de l’ingénierie tissulaire sont 

souvent moins résistants que le cartilage natif [51]. La synthèse marqueurs hypertrophiques ou 

osseux (comme les collagènes de type X et I) n’a pas été détectée, mais devrait également être 

surveillée au-delà de 21 jours pour s’assurer que l’utilisation des rAAV permet d’obtenir un 

phénotype stable à long terme, car il a été démontré que le phénotype peut varier plusieurs mois 

après le début de la culture [52]. 
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En perspective de ces travaux, nous envisageons d’étendre le champ d’utilisation de cette 

technique en employant les rAAV-BMP4 et -BMP7, produisant des facteurs de différenciation 

ostéoblastiques et déjà existants au ZEO. En effet, si la faisabilité d’implants cartilagineux est 

confirmée, ceci permettra de tester la réalisation d’implants osseux par les mêmes moyens. Le 

ZEO réalise également des rAAV induisant la production de VEGF, ceux-ci pouvant être 

employés pour tenter d’améliorer et pérenniser la différenciation endothéliale des CSM-GW 

déjà réalisée à Nancy. De plus, son utilisation conjointe aux rAAV BMP-4 et -BMP-7 pourrait 

permettre de concevoir des greffons osseux vascularisés en favorisant la formation de vaisseaux 

dans le néotissu. En effet, il a été démontré que l’utilisation conjointe de la transduction par le 

VEGF et une autre BMP, la BMP-2, a permis d’augmenter la différenciation ostéogénique [53]. 

Une utilisation conjointe des rAAV-sox9 et des rAAV-vegf pourrait également permettre de 

créer un modèle de tissu cartilagineux vascularisé. En effet, dans les cas d’arthrose, un 

envahissement du cartilage par les vaisseaux de l’os sous-chondral est observé [54]. Il pourrait 

donc s’avérer intéressant d’avoir un modèle représentatif de cet état pathologique. 

Le ZEO travaille notamment avec des CSM de moelle osseuse extraite de patients 

arthrosiques. De plus, le groupe « ingénierie vasculaire » a reçu l’autorisation de travailler à 

partir de tissu adipeux issu d’interventions de chirurgie bariatrique, nous permettant ainsi de 

récupérer les CSM du tissu adipeux. Il serait intéressant de comparer dans notre modèle la 

différenciation des CSM-GW aux CSM de tissu adipeux ou de moelle issues de patients 

arthrosiques, toutes deux déjà utilisées dans la littérature [55][56] afin de trouver les cellules 

les plus adaptées à la régénération tissulaire. De plus, si la différenciation de CSM de moelle 

de patients malades s’avérait efficace, il serait envisageable d’utiliser les cellules du patient 

pour réaliser un greffon autologue en s’affranchissant ainsi des problèmes de compatibilité liés 

à l’implantation de cellules allogéniques. 

Nous envisageons également de construire des rAAV permettant l’expression de TGF-

ß1, ceci afin de favoriser l’amélioration de la différenciation incomplète des CSM-GW en CML 

présentée dans l’article n°3 (Partie 2). La culture en trois dimensions de CSM en cours de 

différenciation en CML pourrait également favoriser l’acquisition d’un phénotype mature. 

En ce qui concerne les matrices naturelles, nous travaillons également sur la récupération 

de la matrice du tissu adipeux (MEC-TA), laquelle pourrait être comparée à la MEC-GW afin 

de choisir le biomatériau le plus adapté au tissu à régénérer, que ce soit du tissu osseux ou 

cartilagineux. En effet, il a déjà été rapporté que ce type de matrice pouvait également convenir 

à l’ingénierie tissulaire du cartilage [57]. Qu’il s’agisse de MEC-GW ou de MEC-TA, la 

caractérisation de chaque lot de MEC pourrait être effectuée en routine dans une démarche 
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d’ingénierie tissulaire : soit physiquement par microscopie à force atomique, en permettant 

d’analyser si les matrices sont capables de constituer un dépôt homogène sur une lame de verre, 

soit biologiquement grâce au « Proteome Profiler™ Human Antibody Array » qui permettrait 

d’analyser le contenu en facteurs de croissance, protéines matricielles et protéases de chaque 

lot de MEC. 

A plus long terme, si les résultats se montrent aussi prometteurs dans des essais de 

différenciation osseuse et vasculaire, nous envisageons de d’optimiser les types cellulaires 

(GW, tissu adipeux ou moelle) et de matrices (GW, tissu adipeux) les plus adaptés pour chaque 

type de différenciation. Ils pourraient ainsi être utilisés dans des modèles de coculture [48][41] 

ou de co-transduction [53] pour constituer des greffons ostéo-cartilagineux à l’aide de rAAV 

(vecteurs thérapeutiques rAAV-sox9, rAAV-bmp-4, rAAV-bmp-7 ou rAAV-vegf). Ces 

implants pourraient être insérés dans des modèles in vivo de lésions ostéochondrales créées 

expérimentalement dans des genoux de lapin. La qualité de la réparation pourrait alors être 

suivie par analyses histologiques, immunohistochimiques, biochimiques et par RT-qPCR pour 

évaluer l’efficacité des conditions testées. Les résultats de ces expériences permettraient 

d'identifier le traitement optimal et les conditions favorables à une réparation osseuse et 

cartilagineuse. Ceci devrait permettre le développement d'un substitut musculo-squelettique 

vascularisé à faible coût et facile à obtenir, basé sur le transfert de gène (rAAVs), les CSMs et 

les matrices extracellulaires naturelles. 
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Résumé : Les pathologies musculo-squelettiques affectant les os et les articulations demeurent un défi pour 

la médecine régénératrice. Les difficultés retrouvées sont liées aux besoins d’une vascularisation tissulaire 

optimale pour les substituts osseux et à l’obtention d’un cartilage de qualité pour les substituts articulaires. 

Les objectifs de ces travaux de thèse étaient de parvenir à différencier des cellules souches 

mésenchymateuses (CSM) ombilicales humaines – outil de choix en médecine régénérative - vers un 

phénotype vasculaire et un phénotype chondrogénique articulaire pour répondre aux besoins de l’ingénierie 

tissulaire musculo-squelettique. La différenciation de CSM ombilicales en cellules musculaires lisses 

vasculaires a été montrée après 12 jours de stimulation par des facteurs solubles comme le transforming 

growth factor (TGF)-beta1 et l’acide ascorbique. Face aux limites des supports de culture en deux dimensions 

in vitro, un modèle de culture tridimensionnel a été mis en place à l’aide de CSM cultivées en “pellets” en 

présence ou non d’une solution matrice extracellulaire (MEC) ombilicale pour les expériences suivantes. Les 

facteurs solubles disposant d’une efficacité limitée et étant souvent onéreux, une transduction des “pellets” 

de CSM-GW a été réalisée à l’aide de virus adéno-associés recombinants (rAAV) permettant une synthèse 

de facteurs par les cellules à plus long terme. Ici, les pellets ont été transduits à l’aide de rAAV contenant le 

gène du facteur de transcription Sox9 afin d’induire une différenciation chondrogénique articulaire. Ces 

travaux démontrent l’intérêt d’associer la MEC et les CSM ombilicales humaines dans un modèle de culture 

en trois dimensions, ainsi que les outils de thérapie génique comme les rAAV pour constituer des implants 

utilisables pour régénérer les tissus musculo-squelettiques. 

Mots-clefs: ingénierie tissulaire; cellules souche; matrice extracellulaire; différenciation; rAAV 

 
Abstract : Musculoskeletal conditions affecting bones and joints remain a challenge for regenerative 

medicine. The difficulties found are related to the needs of an optimal tissue vascularization for bone 

substitutes and to obtain a cartilage of quality for articular substitutes. The objectives of this PhD work were 

to differentiate human umbilical mesenchymal stem cells (MSC) - a tool of choice in regenerative medicine 

- towards a vascular phenotype and a joint chondrogenic phenotype to meet the needs of musculoskeletal 

tissue engineering. The differentiation of umbilical MSC into vascular smooth muscle cells was shown after 

12 days of stimulation by soluble factors such as transforming growth factor (TGF)-beta1 and ascorbic acid. 

Facing the limits of two-dimensional culture supports in vitro, a three-dimensional culture model was set up 

using MSC cultured in pellets with or whitout an umbilical extracellular matrix (ECM) solution for the 

following experiences. Soluble factors have a limited efficacy and are often expensive, a transduction of 

MSC pellets was performed using recombinant adeno-associated viruses (rAAV) allowing a long term 

synthesis of factors by the cells. Here, the pellets were transduced using rAAV containing the Sox9 

transcription factor gene to induce articular chondrogenic differentiation. This work demonstrates the interest 

of associating ECM and human umbilical MSC in a three-dimensional culture model, as well as gene therapy 

tools such as rAAVs to provide grafts that can be used to regenerate musculoskeletal tissues. 
Keywords: tissue engineering; stem cells; extracellular matrix; differentiation; rAAV 

 
Zusammenfassung : Muskel- und Skeletterkrankungen an Knochen und Gelenken bleiben eine 

Herausforderung für die regenerative Medizin. Die Schwierigkeiten stehen im Zusammenhang mit den 

Ansprüchen einer optimalen Gewebevaskularisierung der Knochenersatzstoffe und damit, einen qualitativ 

hochwertigen Knorpel für den Gelenkersatz zu erhalten. Das Ziel dieser Doktorarbeit war es, humane 

mesenchymale Stammzellen (MSZ) aus der Nabelschnur, die das Werkzeug der Wahl in der regenerativen 

Medizin sind, in einen vaskulären und in einen chondrogenen Phänotyp zu differenzieren, um den 

Anforderungen des muskuloskeletalen Tissue Engineerings zu entsprechen. Die Differenzierung von 

Nabelschnur-MSZ in vaskuläre glatte Muskelzellen konnte durch Stimulation mit löslichen Faktoren wie 

dem Transforming Growth Factor (TGF)-beta1 und Ascorbinsäure nach 12 Tagen gezeigt werden. 

Angesichts der Grenzen einer zweidimensionalen Zellkultur in vitro, wurde ein dreidimensionales 

Kulturmodell, in dem MSZ in Pellets mit oder ohne extrazelluläre Matrix der Nabelschnur (EZM) kultiviert 

wurden, für die weiteren Versuche erstellt. Lösliche Faktoren haben eine limitierte Wirksamkeit und sind 

häufig teuer. Deshalb wurden die MSZ-Pellets mit rekombinanten Adeno-assoziierte Viren (rAAV) 

transduziert, was eine Synthese der Faktoren durch die Zellen über einen längeren Zeitraum ermöglicht. In 

unserem Fall wurden die Pellets mit rAAV, die das Transkriptionsgen Sox9 enthalten, tranzduziert, um eine 

artikuläre chondrogene Differenzierung zu induzieren. Diese Arbeit zeigt, dass es von Interesse ist EZMs 

und humane Nabelschnur-MSZ in einem dreidimensionalen Kulturmodell zu vereinen. Auch wird gezeigt, 

dass Werkzeuge der Gentherapie wie rAAVs, die den Transplantaten zugeführt werden, helfen können 

muskuloskeletales Gewebe zu regenerieren. 

Schlüsselwörter: Tissue Engineering; Stammzellen; extrazelluläre Matrix; Differenzierung; rAAV 
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