NICOLAS L'HEUREUX

N TION D’ VAISSEA N
PAR IN A

UNE NOUVELLE APPROCHE

Theése
présentée
a la Faculté des études supérieures
de 1'Université Laval
pour l'obtention
du grade Philosophiae Doctor (Ph.D.)

Biologie Cellulaire et Moléculaire
FACULTE DE MEDECINE
UNIVERSITE LAVAL
QUEBEC

DECEMBRE 1996

© Nicolas L'Heureux, 1996



i~l

National Library
of Canada

Acquisitions and
Bibliographic Services

395 Wellington Street
Ottawa ON K1A ON4

Bibliothéque nationale
du Canada

Acquisitions et
services bibliographiques

395, rue Wellington
Ottawa ON K1A ON4

Canada Canada

Your fie Votre référence

Our Ble Notre référence
The author has granted a non- L’auteur a accordé une licence non
exclusive licence allowing the exclusive permettant a la
National Library of Canada to Bibliothéque nationale du Canada de
reproduce, loan, distribute or sell reproduire, préter, distribuer ou
copies of this thesis in microform, vendre des copies de cette thése sous
paper or electronic formats. la forme de microfiche/film, de

reproduction sur papier ou sur format
électronique.

The author retains ownership of the L’auteur conserve la propriété du
copyright in this thesis. Neither the droit d’auteur qui protége cette thése.
thesis nor substantial extracts from it  Ni la thése ni des extraits substantiels

may be printed or otherwise de celle-ci ne doivent étre imprimés
reproduced without the author’s " ou autrement reproduits sans son
permission. autorisation.

Canadi

0-612-26075-5



Résumé court

Les biomatériaux synthétiques sont utilisés lors de la
production d'organes par ingénierie tissulaire afin de fournir le support
mécanique nécessaire pour résister aux contraintes rencontrées in vivo. Dans cette
thése, nous présentons une nouvelle méthode qui permet de produire un
vaisseau sanguin humain en utilisant exclusivement des cellules humaines
cultivées (aucun matériau exogéne synthétique ou biologique). Il s'agit du
premier vaisseau sanguin entiérement biologique produit par ingénierie
tissulaire a présenter une pression a l'éclatement supérieure a celle de veines
humaines. De plus, son endothélium a inhibé I'adhésion plaquettaire, sa média
était contractile, tandis que sa maniabilité et sa suturabilité ont permis une
implantation préliminaire in vivo. Ainsi, ce vaisseau sanguin, entiérement
biologique et humain, a présenté les qualités d'une prothése vasculaire et d'un
modéle d'étude in vitro. Par ailleurs, cette nouvelle technologie a également été

utilisée pour produire un nouvel équivalent cutané.



- Résumé long

Depuis toujours, les biomatériaux synthétiques ont fourni le support
mécanique nécessaire aux organes produits par ingénierie tissulaire qui devront affronter des
contraintes physiques importantes in vivo comme, par exemple, dans le cas des vaisseaux
sanguins. Le but de ce doctorat a été de produire un vaisseau sanguin humain entiérement
biologique qui présente les caractéristiques nécessaires 2 son utilisation en tant que prothése
vasculaire in vivo. Une nouvelle méthode a été mise au point qui permet de construire un
vaisseau sanguin, par ingénierie tissulaire, en utilisant exclusivement des cellules humaines
cultivées. Celui-ci ne contient aucun matériau exogeéne, qu'il soit synthétique ou biologique. Au
cours de cette approche, ce sont les cellules elles-mémes qui synthétisent la matrice
extracellulaire qui assure la structure du tissu. Ce vaisseau sanguin a présenté une pression 2
I'éclatement dépassant 2000 mMHg, ce qui est supérieure 2 celle de veines humaines. II s'agit
du premier vaisseau sanguin produit par ingénierie tissulaire A présenter une telle résistance tout
en étant entiérement biologique. De plus, son endothélium a inhibé I'adhésion plaquettaire in
vitro tandis que sa maniabilité et sa suturabilité ont permis une implantation préliminaire in vivo.
Par ailleurs, la média du vaisseau, composée de cellules musculaires lisses, a démontré des
qualités contractiles intéressantes face a plusieurs agonistes vasculaires classiques: histamine,
sérotonine et bradykinine. Ce tissu contractile a été utilisé, dans les bains 2 organe isolé
standard, comme outil de recherche dans le cadre d'une étude pharmacologique des récepteurs
purinergiques P2. De plus, cette média a été utilisée comme modeéle d'étude des flux calciques
intracellulaires, par microfluorométrie, en réponse a I'ATP. Ainsi, ce vaisseau sanguin,
enti¢rement biologique et humain, présente les qualités d'une prothése vasculaire et d'un modéle
d'étude in vitro. Enfin, cette nouvelle technologie a également mené 2 la production d’'un nouvel
€quivalent cutané. Celui-ci a également été utilisé comme modele pharmacologique in vitro et
des expériences sont en cours afin d'évaluer son potentiel en tant que greffon cutané in vivo. En
conclusion, cette nouvelle approche s'est révélée trés polyvalente et peut étre appliquée a la
production de nombreux organes par ingénierie tissulaire.

Nicolas L'Heure

Frangois Auger

(Etudiant) (Directeur)
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1-phosphate-6-azophenyl-2',4'-disulp
honic acid 4-sodium

Protéine Gi: caractérisée par son activité
inhibitrice de l'adénylate cyclase

PtdCho: phosphatidylcholine

R: récepteur

RB-2: Cibacron Blue 3GA, mieux connu sous
le nom de réactif «blue 2»

RYA: ryanodine

S1 et §2: sous-fragments 1 et 2

SE: «skin equivalent»

SEH:« skin equivalent with hair»

SEM: «scanning electron microscopy»

SIS: «small intestine submucosa»

SMC: «smooth muscle cells»

SNP: nitroprussiate de sodium

SR: réticulum sarcoplasmique

STD: tampon standard avec Ca++

TEBYV: «tissue engineered blood vessel»

TGF-b: «transforming growth factor-b»

Thaps: thapsigargine

TIMP-1: «tissue inhibitor of

metalloproteinases-1»

UTP: uridine 5"-triphosphate

VEGF: «vascular endothelial growth factor»

VLDL: «very low density lipoprotein»

VM. «vascular media»
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Chapitre 1

1. Introduction générale



1.1 Problématique et buts de la recherche

Les maladies cardiovasculaires, dont la plus importante est
'athérosclérose, sont la principale cause de mortalité et de morbidité en
Amérique du Nord.! II n'est donc pas surprenant de constater le nombre
impressionnant de publications scientifiques dédiées a cette pathologie (au moins
2000 articles publiés en 1995 seulement). En effet, les principaux facteurs de risque,
la progression et les effets dévastateurs de l'athérosclérose sont bien décrits mais
les mécanismes complexes sous-jacents doivent encore étre éclaircis. Afin de
mieux analyser les phénoménes impliqués dans l'athérosclérogénése, de
nombreux chercheurs ont mis au point des modéles permettant l'analyse, in
vitro, du comportement des cellules de la paroi vasculaire (cellules endothéliales
et musculaires lisses) dans diverses conditions contrélées de coculture.2-14
Cependant, aucun de ces modéles n'a réussit a reproduire l'ensemble des
caractéristiques d'un vaisseau sanguin humain. Néanmoins, grice aux progres
constants dans le domaine de l'ingénierie tissulaire, il est maintenant possible de
créer des modéles de vaisseaux sanguins encore plus fidéles a la réalité. Il s'agit la

du premier but de ce doctorat.

Au point de vue clinique, l'athérosclérose entraine, dans les
derniers stades de la maladie, I'obstruction de vaisseaux sanguins. Cet événement
a des conséquences plus ou moins importantes selon le vaisseau qui est touché:
un léger inconfort dans le cas de petits vaisseaux secondaires; de fortes douleurs et
souvent des amputations dans le cas des vaisseaux des jambes; des paralysies plus
ou moins importantes s'il s'agit de vaisseaux desservant le systéme nerveux
central (accidents cérébraux vasculaires); et bien sir, l'infarctus du myocarde qui,
dans bien des cas, entraine la mort. Dans plusieurs de ces cas, une greffe
vasculaire permet de rétablir la circulation sanguine dans les tissus desservis par
le vaisseau thrombosé. Dans le scénario idéal, une autogreffe peut étre réalisée en

utilisant une veine ou une artére saine qui n'est pas indispensable ailleurs chez le



patient. Malheureusement, l'athérosclérose est une maladie systémique qui
affecte le réseau vasculaire a plusieurs endroits a la fois. Ainsi, les autres
vaisseaux du patient, qui pourraient servir de greffons, sont souvent en trés
mauvais état, ou méme, déja obstrués. De plus, puisque la maladie affecte
plusieurs sites a la fois, les patients doivent trés souvent subir plusieurs pontages
successifs ou concomitants. Au fil des années, les greffons autologues viennent a
manquer et c'est alors que les prothéses synthétiques entrent en jeu. Ces tubes de
biomatériaux hémocompatibles donnent de trés bons résultats dans le cas de
vaisseaux de grands diameétres, et sont également utiles dans le cas de diamétres
moyens.1516 Cependant, dans le cas de vaisseaux de faibles diametres (coeur et

jambes), les prothéses synthétiques ne donnent que de piétres résultats.17-19

Diverses approches ont déja été utilisées afin d'améliorer les
performances de prothéses synthétiques de faible diamétre (d < 5 mM). Outre la
recherche ininterrompue de nouveaux matériaux synthétiques plus inertes,
plusieurs stratégies visent a rendre les prothéses plus «biologiques». Ces efforts
ont d'ailleurs donné lieu aux premiers pas de l'ingénierie tissulaire vasculaire.
Au cours des derniéres années, l'ingénierie tissulaire s'est considérablement
développée et est maintenant reconnue comme un domaine de recherche a part
entiére. Elle a méme été choisie par le journal Scientific American comme l'une
des quatre disciplines médicales qui auront le plus d'impact au cours du prochain
siécle.20 En effet, plusieurs organes produits par ingénierie tissulaire s'approchent
tellement de l'original que leur utilisation clinique chez 'homme, comme organe
de remplacement, est en cours ou est sérieusement considérée. C'est dans cette
optique que le second but de ce doctorat vise a produire un modeéle de vaisseau
sanguin humain ayant les caractéristiques nécessaires a son utilisation comme

greffon vasculaire de faible diamétre chez I'humain.



Depuis 1985, le Laboratoire d'Organogénése Expérimental
(LOEX) évolue dans le domaine des modeles d'organes construits par cultur
cellulaire. Etudiant et produisant d’abord de la peau, le LOEX a ensuite mis su
pied le Laboratoire d'Angiogénése Expérimentale (LAEX), en 1989, faisant ains
son entrée dans le monde des modéles vasculaires. Plus récemment, I
Laboratoire d'Orthopédogénése Expérimentale (LOPEX) a été créé dans le but de
reconstituer, in vitro, un ligament antérieur croisé humain. Enfin, le dernier n¢
du LOEX, le Laboratoire d'Organogénése Pneumolegique Expérimentale
(LOPNEX), a pour objectif de produire un modeéle tridimensionnel de bronche
humaine pour des fins de recherche dans le domaine de I'asthme. Dans tous les
projets du LOEX, une attention toute particuliére a été apportée a la création d'un
environnement cellulaire naturel et a 'emploi de cellules humaines. Pour le
LAEX, cet effort se concrétise en cinq grands principes. Premiérement, les cellules
utilisées sont exclusivement d'origine humaine. Deuxiémement, la matrice
extracellulaire est entiérement naturelle (non-synthétique) et d'origine humaine.
Troisiémement, le modeéle comprend les trois types cellulaires principaux
contenus dans un vaisseau sanguin (cellules endothéliales, cellules musculaires
lisses et fibroblastes). Quatriémement, les types cellulaires sont respectivement
disposés de fagon a respecter la répartition des populations cellulaires tel
qu'observée in vivo. Enfin, le modéle posséde une structure tridimensionnelle

imitant celle d'un vaisseau sanguin, c'est-a-dire tubulaire.

En 1993, les efforts du LAEX se sont concrétisés en une premiére
publication qui présentait l'unique modéle de vaisseau sanguin tubulaire
entiérement humain.2! Ce faisant, les 5 principes de bases établis plus t6t ont été
respectés. Les avantages théoriques de ce type de greffon vasculaire sont
nombreux. Tout d'abord, un endothélium fonctionnel procurerait une surface
naturellement antithrombogénique. De plus, cet endothélium pourrait limiter
les problémes d’hyperplasie intimale qui sont la principale cause d'échec a long
terme des prothéses vasculaires.22 Par ailleurs, I'absence de produit synthétique et

la présence dune matrice extracellulaire physiologique réduiraient



vraisemblablement les problémes d'inflammation et d'infection en favorisant le
comportement normal des cellules (incluant les cellules
immunocompétentes).23-30 Finalement, le fait que le greffon soit vivant pourrait
permettre a celui-ci de s'adapter a son environnement, de répondre a des stimuli
physiologiques et méme, de croitre parallelement a son hote.3!
Malheureusement, ce premier modéle ne pouvait étre considéré comme une

prothése vasculaire apte a étre greffée puisque celui-ci s'est avéré trop fragile.

Ce doctorat s'inscrit donc directement dans la suite de ces
premiers travaux de recherche. Le défi a relever était de produire, par ingénierie
tissulaire, un nouveau type de vaisseau sanguin entiérement humain mais ayant
des gualités mécaniques permettant la greffe et ce, sans recourir a l'utilisation de
matériaux synthétiques. D'autre part, en tant que modéle vasculaire in vitro,
celui-ci serait supérieur aux anciens modéles car il permettrait de faire des
expériences dans des conditions de substrats cellulaires, de pression et de flot

beaucoup plus physiologiques.

Afin de faciliter la compréhension des documents qui
formeront le corps de cette thése, la suite de l'introduction fera un survol des
différents concepts qui forment la toile de fond des recherches dont nous verrons
les fruits plus loin. Tout d'abord, nous ferons une bréve description du vaisseau
sanguin et de sa principale pathologie: l'athérosclérose. Par la suite, partant des
systémes plus simples en allant vers les plus complexes, nous ferons la revue des
connaissances dans le domaine de ['utilisation des cellules vasculaires in vitro, de
la construction de modéles de paroi vasculaire in vitro, et enfin, de la production

de prothéses vasculaires pour des applications in vivo.



1.2 Développement, structure, fonctions et pathologies du vaisseau

sanguin
1.2.1 Le développement

Le systéme cardiovasculaire est le premier organe fonctionnel
de I'embryon des vertébrés.617 Ceci refléte bien l'importance de la vasculogénése
dans le développement embryonnaire. Les premiéres structures vasculaires
observables sont les ilots sanguins («blood island») qui se forment dans le sac
vitellin (1-somite).618 Il s'agit d'agrégats de cellules issues du mésoderme. Ceux-
ci sont constitués d'une couche périphérique de cellules appelées «angioblastes»
ceinturant des cellules hématopoiétiques primitives. Les angioblastes sont définis
comme étant des cellules possédants plusieurs des marqueurs des cellules
endothéliales mais n'ayant pas encore formé de lumiére. Les angioblastes et les
cellules hématopoiétiques semblent provenir d'une méme cellules mére:
I'hemangioblaste.619 Ceci a d'abord été suggéré par leur proximité histologique
mais a également été étayé par le fait que les cellules endothéliales et les cellules
hématopoiétique partagent de nombreuses protéines membranaires (PECAM-1,
CD34, QH1, MB1).617 Par la suite, les ilots sanguins se fusionnent pour former des
structures étirées qui présentent une lumiére primitive. Cette étape est également
marquée par la différentiation des cellules endothéliales qui est marquée par
I'apparition d'une matrice extracellulaire vasculaire périphérique. A ce stade, les
cellules endothéliales entrent dans une phase de prolifération et de migration qui
permettra d'établir des connexions entre les différentes structures vasculaires

naissantes afin de développer un plexus capillaire primitif.617

Contrairement aux angioblastes extra-embryonnaires, dans le
sac vitellin, les angioblastes intra-embryonnaires ne se différencient pas auprées
des cellules hématopoiétiques.620 En effet, ces angioblastes migrent seul & partir

du mésoderme pour former des capillaires par fusion avec d'autres angioblastes



en migration. Cette migration débute peu aprés l'apparition des angioblastes
extra-embryonnaires au stade 1-somite. Au stade 2-somite, les deux réseaux de

capillaires sont déja reliés.

L'organisation spatiale des angioblastes est dictée par deux
éléments importants: les facteurs de croissance et les molécules d'adhésion. Le
facteur de croissance crucial pour la différenciation et la migration de cellules a
partir du mésoderme semble étre le FGF («fibroblast growth factor»).62! Celui-ci
induirait l'activation de genes spécifiques ayant comme effet l'agrégation de
cellules mésodermiques dans une zone adjacente a I'endoderme.617 Par la suite,
le VEGF («vascular endothelial growth factor») sécrété par les cellules
endodermiques serait le facteur de croissance responsable de la différenciation des
cellules mésodermiques ayant migré en angioblastes, puis en cellules
endothéliales. Ce scénario est cohérent avec l'expression des récepteurs
correspondants. En effet, des expériences utilisants des souris «knock-out», ou
avec une mutation dominante négative, ont démontré qu'un systéme
FGF/récepteur FGF intact est nécessaire a la différenciation du mésoderme.622
Par contre, les récepteurs pour le FGF ne sont plus exprimés par les cellules
endothéliales des capillaires de I'embryon.623 De plus, le récepteur pour le VEGF
s'est &tre la molécule la plus précoce exprimée par des cellules du mésoderme qui
se différencie en angioblastes.67 Plus tard dans le développement, ces
I'expression de ces récepteurs persistera mais sera restreint aux cellules
endothéliales.62¢ Ainsi, le FGF joue un réle important dans la différenciation
mésodermique mais ne semble pas influencer directement la vasculogénése ou
langiogénése. Par contre, le VEGF agit directement sur les cellules endothéliales,
aussi bien au cours de la différenciation, du développement embryonnaire que de

la vie adulte.617

La différenciations des cellules endothéliales s'accompagne
également d'une modification de la matrice extracellulaire environnante. Lors de

la migration des cellules mésodermiques et l'apparition des ilots sanguins, la



matrice extracellulaire qui entoure les cellules est essentiellement composée de
fibronectine. Par la suite, l'apparition de laminine est observée parallélement 2 la
différentiation des angioblastes en cellules endothéliales et l'apparition d'une
membrane périvasculaire. Enfin, la synthése de collagéne de type [V indique un
stade avancé d'organisation de la membrane basale endothéliales et la formation

de capillaires.

Un aspect intéressant du développement vasculaire est
I'apparition de ceilules musculaires lisses.635 Contrairement aux celiules
endothéliales, les cellules musculaires lisses ne semblent pas influencer le patron
de l'arbre vasculaire mais paraissent plutét apparaitre en réponse a celui-ci. En
effet, plusieurs études montrent que les cellules musculaires lisse sont dérivées
des cellules du mésenchyme entourant les capillaires en formation. Ces cellules
sont donc recrutées sur place en fonction de l'activité vasculogénique de chaque
organe primitif.62%6 Ce recrutement pourrait s'effectuer grice aux nombreux
facteurs de croissances sécrétés par les cellules endothéliales.l2! Qutre l'origine
mésodermique des cellules musculaires lisses, peu de choses sont connue sur
l'origine précise des précurseurs des cellules musculaires lisses vasculaires. Les
expériences réalisées afin d'éclaircir la question ont révélé que ces cellules
peuvent provenir de plusieurs tissus différents dont la créte neurale.% Ceci
permet de croire que des origine embryonnaires différentes pourrait donner lieu a
des lignées de celiules musculaires lisses vasculaires différentes dotées de
caractéristiques et de r8les propres. Cette idées est cohérente avec I'hétérogénéité

observée dans les population de cellules musculaires lisses adultes. 627. 628

L'organisation des cellules musculaires lisses vasculaires
semble, en grande partie, déja déterminée au moment de la naissance. Par
exemple, dans le cas des artéres principales, le nombre de couches de cellules
musculaires 2 la naissance est celui observé chez les vaisseaux adultes
correspondants.62 Par la suite, l'augmentation de l'épaisseur de la paroi

vasculaire est attribuable a la synthése de matrice extracellulaire, I'augmentation



du nombre de cellules (hyperplasie) ou a l'augmentation de la masse cellulaire
(hypertrophie).625

Un signal prédominant dans la différenciation vasculaire est
donné par la stimulation mécanique des cellules vasculaires. In vitro, les cellules
endothéliales et musculaires lisse sont sensibles aux stimulation
mécaniques.630-3 A cours du développement, les forces de cisaillements
produites par le commencement de la circulation sanguine contribuent au
remodelage et a l'expansion du réseaux vasculaire. Par exemple, les vaisseaux
importants du sac vitellin ne se développent que lorsque le réseaux vasculaire
extra-embryonnaire est relié a la circulation principale.67 Par zailleurs, la
différenciation des cellules musculaires lisses est le résultat d'une hypertrophie en
réponse i une augmentation de la charge imposée aux cellules.63¢ Ces deux types
de stimulations mécaniques seront également importantes lors de la
différenciation terminale des vaisseaux sanguin au cours de la vie adulte et

semblent également liées au développement de pathologies vasculaires.635-39



1.2.2 La structure

Les prothéses vasculaires de faible diamétre sont implantés afix
de remplacer des artéres, dites musculaires, dont la structure est présentée 2 l;
figure 1. Comme tous les vaisseaux sanguins du corps humain, l'intérieur de l:
tumiére Jes artéres musculaires est eniiérement tapissée d'une monocouche de
cellules endothéliales. Celles-ci reposent sur une membrane élastique que l'or
nomme la membrane, ou limitante, élastique interne. Entre la membrane
élastique interne et les cellules endothéliales se trouve une trés petite quantité de
matrice fibreuse. Par microscopie électronique, on peut constater que les cellules
endothéliales reposent en fait sur une trés fine membrane basale. Cette
membrane basale est composée de collagéne de type IV, de laminine, de
fibronectine, d’héparane sulfate, de chondroitine sulfate, de nidogéne, etc.2732 La
zone comprise entre la membrane élastique interne et la lumiére est appelée
intima. La média est constituée essentiellement de cellules musculaires lisses
orientées circulairement autour de I'axe du vaisseau. Le peu d'espace visible
entre les cellules est occupé par du matériel élastique et collagénique. L'adventice
est la couche extérieure du vaisseau et est séparée de la média par la membrane,
ou limitante, élastique externe. L'adventice est peuplée de fibroblastes (ou
fibrocytes) répartis dans une matrice fibreuse, riche en collagéne et en élastine, qui
forme un tissu conjonctif dense. L'adventice est parcourue par de petits vaisseaux

sanguin (vasa vasorum) et des terminaisons nerveuses qui alimentent la média.
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Figure 1:  Structure générale (a) d'une veine et (b) d'une artére élastique (d'aprés

Spence et Mason33).

Les artéres de plus gros diametre possédent essentiellement la
méme architecture mais leurs médias contiennent beaucoup plus de fibres
élastiques d'olt leur nom d'artére élastique. Les artéres de plus faible diamétre
contiennent de moins en moins de cellules musculaires lisses et, au niveau des
artérioles (d < 0.5 mM), plus vraiment d'adventice structurée. Au niveau des
capillaires, seules subsistent les cellules endothéliales, leur membrane basale et
quelques cellules qui tiennent a la fois du fibroblaste et de la cellule musculaire
lisse: les péricytes.34+37 Les veines, au niveau des artéres musculaires, ont la
méme architecture générale que ces derniéres mais leur media est beaucoup
moins épaisse alors que leur adventice l'est un peu plus. De plus, elles ne

possédent pas de limitantes élastiques.



1.2.3 Les fonctions

La fonction des vaisseaux sanguins est de transporter cellules,
macromolécules, ions, liquides et gaz dans tout I'organisme. Cette fonction est la
base de toutes les autres fonctions du corps humain car elle fournit l'oxygeéne et
les nutriments nécessaires a la survie de chaque cellule tout en récupérant
dioxyde de carbone et déchets variés. La circulation sanguine est également i la
base des fonctions complexes -de l'organisme car elle permet le transport des
hormones et des cellules qui assurent la communication des divers systémes
entre eux. Ainsi, le systtme sanguin est vraiment a la base de la vie de
I'organisme ce qui explique le symbolisme profond qu'a le sang dans la plupart

des sociétés.

C'est ce sang qui coule dans nos veines et artéres qui dicte la
structure et les fonctions du systéme circulatoire comme les automobilistes d'un
vaste systéme routier influencent son organisation. Ainsi, les vaisseaux sanguins
sont, d'abord et avant tout, caractérisés par leur surface hémocompatible qui
permet au sang de «rouler» sans probléme pour aller a son «travail». Ainsi, ils
assurent la bonne circulation des «ordures», du «courrier», de la «nourriture» et
des «policiers» afin de permettre le bon fonctionnement de la «société». Mais les
vaisseaux doivent aussi permettre une bonne adhérence lorsque les cellules
doivent changer de direction ou s'arréter et se «stationner» pour accomplir leur
travail de coagulation, d'inspection ou de nettoyage. Cette fonction délicate est
assurée par l'endothélium, le véritable guide routier qui réussit a indiquer a tout
un chacun la direction a prendre. Cette fine monocouche joue donc un rdle
central dans les phénomeénes d'hémostase, d'immunité ou de perméabilité

trans-endothéliale.

La média vasculaire est un peu le feu de circulation du systéme

sanguin. C'est le degré de contraction de cette derniére qui détermine le flot



sanguin dans les différentes artéres du corps humain. De plus, c'est également le
tonus de la média, au niveau des artérioles, dites «vaisseaux de résistance», qui
établit la pression artérielle systémique. Mais la cellule musculaire lisse n'est que
simple exécutante d'ordres provenant de I'endothélium ou des centres nerveux
de contrdle par l'entremise d'une hormone ou d'un influx nerveux sympathique
ou vascmoteur. Comme c'est le cas sur les grands boulevards, souvent nommsés
«grandes artéres», lorsque les feux de circulation se muiltiplient, ou sont mal
réglés, la circulation est perturbée, causant des embouteillages et des accidents.
Dans la circulation sanguine, c'est ce qui arrive dans les phénoménes comme

I'hypertension et l'athérosclérose.

Enfin, I'adventice est la partie méconnue du vaisseau sanguin a
qui la tiche ingrate de soutenir mécaniquement l'ensemble du vaisseau a été
confiée. Elle est un peu comme les «piliers de béton» qui supportent un trongon
d'autoroute aérien: ils ne se font pas remarqués jusqu'au moment ou ils cedent.
Heureusement, alors que les «feux de circulation» donnent beaucoup de fi a
retordre au monde de la recherche médicale, nos «piliers de béton» sont beaucoup
plus fiables. Néanmoins, des faiblesses sont parfois observés sous la forme
d'anévrismes, dont les origines et localisations peuvent varier, mais dont la

rupture a des conséquences souvent désastreuses.38

1.2.4 Les pathologies: I'athérosclérose

Les pathologies du vaisseau sanguin peuvent se diviser en trois
grands groupes: l'athérosclérose, l'hypertension et les probléemes d'hémostase
(thrombose excessive ou insuffisante). Ces différentes pathologies sont souvent
reliées et peuvent se retrouver chez un méme patient. Puisque l'athérosclérose
est la pathologie responsable de la plupart des greffes vasculaires, c'est la seule qui
sera traitée dans cette introduction . Le but de cette section n'est certes pas de faire



une revue exhaustive de la question de I'athérosclérose; plusieurs excellentes
revues récentes sont disponibles pour ce faire.3%-41 Cependant, il ne serait étre
question d'écrire un ouvrage traitant des prothéses vasculaires sans faire un

survol de la pathologie qui justifie I'essentiel de la recherche dans ce domaine!

L'athérosciérose est une maladie considérée comme étant
systémique. Pourtant, celle-ci ne crée pas de lésions au hasard de l'arbre
vasculaire. En effet, il a été observé, il y a déja plusieurs années, que les lésions
athéroscléromateuses se produisent a des sites bien déterminés et pratiquement
nulle part ailleurs.#243 D'un point de vue histologique, les premier signes de la
maladies sont une accumulation, dans l'intima, de macrophages gorgés de lipides
(cellules spumeuses ou cellules spumeuses), de quelques cellules musculaires
lisses ainsi que de lymphocytes T (figure 2, étape 3).#+#5 Cette accumulation est
connue sous le nom de «fatty streak» et se retrouve déja chez de jeunes enfants et
adultes.i648  Cette lésion se développe en une lésion intermédiaire par
I'accumulation de macrophages et de cellules musculaires lisses (figure 2, étape 4);
elles forment des monticules dans la lumiére du vaisseaux et en diminuent
considérablement le diamétre, entrainant une diminution du débit sanguin et,
dans certains cas, des malaises. A ce stade, il peut se former de petits caillots
sanguins, insuffisants pour bloquer la circulation, mais qui provoquent la
dégranulation des plaquettes sanguines. Ceci a comme conséquence le relargage

de facteurs de croissance et de médiateurs de l'inflammation qui peuvent faciliter
la progression de la plaque (PDGF, TGF-B, EGF, facteur plaquettaire 4,

B-thromboglobuline, thromboxane A4 etc) en favorisant la prolifération des

cellules musculaires lisses et en accentuant la réaction inflammatoire.i%50 Les
lésions plus avancées, appelées plaque athéroscléromateuse, sont coiffées d'une
couche fibreuse, d'ol1 le terme «scléros». Elles sont essentiellement composées de
collagéne, et contiennent toujours des cellules musculaires lisses, des
macrophages saturés de lipides et des lymphocytes T dont plusieurs sont activés
(figure 2, étape 5).51 Le centre de la lésion est fait de cristaux de cholestérol, de



gouttelettes lipidiques et de débris résultant de la nécrose.52 Dans les derniers
stades de la maladie, la plaque se calcifie par l'action d'une cellule de la paroi
vasculaire, encore mal identifiée, qui exprime des génes associés avec le
développement des o0s5® Cette calcification modifie les caractéristiques
mécaniques de la plaque et la prédispose a la rupture de celleci.5453 Enfin, la
plupart des ddceés lors d'un infarctus du myocarde surviennent lorsque ces plagues
se détachent ou se fissurent entrainant une thrombose immédiate et fulgurante
du vaisseau associé. Celle-ci est sans doute attribuable a l'exposition du facteur

tissulaire («tissue factor») a la circulation sanguine.56-39

Du point de vue cellulaire, les sites susceptibles de développer
des lésions sont caractérisés par une perméabilité accrue de I'endothélium a des
macromolécules telles I'albumine, le fibrinogeéne et les lipoprotéines contenant
du cholestérol (LDL = «low density lipoprotein», VLDL = «very low density
lipoprotein», lipoprotéine A, etc.).60-64 1l s'agirait de la premiére étape menant 2
la formation de la strie lipidique ou «fatty streak» (tableau I). De plus, les cellules
endothéliales de ces sites démontrent un indice de renouvellement («turnover»)
augmenté ainsi qu'un glycocalyx plus mince que les cellules a des sites
non-susceptibles.6566  Ces effets sur les cellules endothéliales ont été
traditionnellement attribués aux particularités hémodynamiques des sites
susceptibles, plus spécifiquement en termes de force de cisaillement («shear
stress»).67 Cependant, ces sites correspondent aussi bien a des conditions de faibles
flots que de flots élevés.f871 Derniérement, on a proposé I'hypothése que les sites
susceptibles seraient caractérisés par le stress induit sur la paroi vasculaire par la
pression sanguine et non le flot.72 Cette hypothése parait séduisante, mais

nécessite une étude plus approfondie afin d'étre confirmée.
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Tableau I:  Etapes menant a la formation de la strie lipidique
(d'aprés Berliner et coll. 73)

Etapes
1 Transport des lipoprotéines
2 Rétention des lipoprotéines
3 Modifications des lipoprotéines
4 Adhérence des monocytes
5 Migration des monocytes (chimiotactisme)
6 Différenciation des monocytes
7 Formation des cellules spumeuses

L'hypothése la plus acceptée pour expliquer
l'athérosclérogénese a été avancée par Russel Ross et est connue sous le nom de
«response-to-injury hypothesis» (figure 2).407475  Celle-ci suggére que
I'athérosclérose est une réaction inflammatoire chronique en réponse a une
agression au niveau des cellules endothéliales. Cette agression peut aller du
simple stress mécanique exercé par des conditions anormales de flot sanguin a la
destruction totale de la cellule endothéliale en passant par I'hypercholestérolémie,
les infections virales, les composantes de la fumée de cigarette, etc.7®¢ En réponse a
ces agressions, les cellules endothéliales expriment des cytokines et molécules
d'adhésions permettant le recrutement de monocytes sanguins (figure 2, étape 2).
Une fois les monocytes dans l'espace sous-endothélial, ceux-ci se différencient en
macrophages, sécrétant une batterie de cytokines, d'enzymes et de radicaux
oxygénés qui amplifient la réaction inflammatoire (figure 2, étape 3).77.78 Les
cellules musculaires lisses répondent a cet environnement par une prolifération,
une migration vers le lumen, une augmentation marquée de la synthése de
collagéne et par la synthése de facteurs protéiques tel le MCP-1 («monocyte



chemotactic protein 1»).79.80 Pour leur part, les cellules endothéliales réagissent i
toutes ces molécules en conservant leur phénotype inflammatoire, perpétuan

ainsi le cercle vicieux.

Plusieurs agents ont été considérés comme agresseurs potentiels
de l'endothélium mais la molécule pointée du doigt par plusieurs comme étant lz
grande responsable est la LDL.7381-83 Tel que mentionné précédemment, cette
molécule est concentrée au niveau des sites susceptibles a l'athérosclérose. De
plus, il a été démontré que celle-ci peut étre oxydée dans l'environnement
sous-endothélial 512 Or, les LDL oxydées ont une activité chimiotactique pour les
macrophages et induiraient méme la synthése de MCP-1 par ces derniers.8485 De
plus, elles induisent la synthése de la protéine GRO par les cellules endothéliales,
une cytokine favorisant 'adhésion des monocytes a I'endothélium (tableau II).86
Les LDL oxydées augmentent également la synthése de MCP-1 dans les celiules
endothéliales.8? Elles pourraient ainsi entrainer une forte migration de
monocytes/macrophages dans la paroi vasculaire.88 Puisque ceux-ci possédent un
fort pouvoir oxydatif, il en résulte une oxydation accélérée des LDL et une
suroxydation des LDL déja oxydées. Ces LDL suroxydées sont reconnues par de
nouveaux récepteurs, sur les macrophages, qui ne sont pas contrdlés par la
concentration intracellulaire de cholestérol («scavenger receptor»).89.9¢ Ceci
entraine la surconsommation de LDL par les macrophages qui deviennent les
cellules spumeuses caractéristiques des lésions de l'athérosclérose (figure 2,
étapes 3, 4 et 5).91

Le combat contre l'athérosclérose passe d'abord par la
surveillance des facteurs de risques contrdlables tels la consommation de
cholestérol, la cigarette, l'alcool, I'obésité, I'hypertension, etc. De plus, certaines
approches thérapeutiques sont a I'étude afin de pouvoir activement combattre la
maladie.?5 En effet, on place beaucoup despoir sur les thérapies visant a
diminuer l'oxydation des LDL a 'aide d'antioxydants puissants. Des études ont

démontré la capacité du probucol, un puissant antioxydant, & réduire le



développement de l'athérosclérose chez le lapin et chez les primates suivant des
diétes élevées en cholestérol.%6%7 Cependant, la premitre étude menée chez
I'humain n'a pas montré d'effet anti-athérogénique bien que le traitement ait
réussi a rendre les LDL des patients plus résistants & 1'oxydation.?8%% D'autres
études sont en cours afin de comprendre ce paradoxe. Par ailleurs, il semble
possible de pouvoir stabiliser, et méme faire régresser, les lésions
athéroscléromateuses et plusieurs avenues de recherches visent a réaliser cet
exploit (les étapes potentiellement réversibles sont marquées par les fléches a
doubles téte de la figure 2).revues: 95.100 Enfin, nos cousins francais semblent avoir
découvert depuis longtemps l'antidote contre I'athérosclérose. En effet, le vin
rouge, méme dilué 1000 fois, protége les LDL de l'oxydation catalysée par le cuivre;
ceci expliquerait la faible incidence de maladies coronariennes observée en France

malgré une alimentation riche en cholestérol.101

Tableau II: Molécules de I'endothélium favorisant le recrutement des monocytes

et 'augmentation de leur synthése par les LDL oxydées (d'aprés 73)

Molécules ARN messager Protéine
MCP-1 24 fois 20 fois
M-CSF 4 fois 10 fois

GRO 30 fois 20 fois

Sélectine-P 2 fois 2.5 fois

MCP-1 = «monocyte chemotactic protein 1»57

M-CSF = «monocyte colony stimulating factor»92

GRO =une protéine connue aussi sous le nom de «growth-related
cytokine/melanoma growth-stimulatory activity»8é

Sélectine-P 93.94
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1.3 Les cellules vasculaires in vitro

1.3.1 Les cellules endothéliales

1.3.1.1 Culture ceilulaire

La majorité des connaissances acquises concernant les cellules
endothéliales, et ce dans presque tous les domaines d'études, ont été en trées
grande partie obtenue a partir d'expériences menées in vitro. En effet, avec
l'avénement de techniques d'isolement et de culture cellulaire de plus en plus
raffinées, il est devenu possible de cultiver des cellules endothéliales humaines de
diverses sources et dans différentes conditions. Celles-ci peuvent étre soumises 2
des stimuli pharmacologiques, mécaniques ou encore conservées en culture en

contact avec d'autres tvpes celiulaires.

C'est Eric A. Jaffe, en 1973, qui connait les premiers grands
succes dans le domaine de lisolement et de la culture des -cellules
endothéliales.192  Sa technique d'isolement par perfusion de collagénase
bactérienne est toujours utilisée et reste une des meilleures techniques
disponibles.103-108  Au début des années 80, la découverte d'un facteur de
croissance spécifique aux cellules endothéliales, qui sera nommé ECGF
(«endothelial cell growth factor»), ainsi que l'utilisation de fibronectine ou de
gélatine pour couvrir les surfaces de culture, permettent 1'obtention de grandes
quantités de cellules endothéliales humaines.109.110, Enfin, c'est en 1983 que la
découverte de I'héparine, en tant que puissant potentialisateur de l'activité de
I'ECGF, porta la culture des cellules endothéliales a son niveau actuel.l1l L'effet
de I'héparine est di a sa trés grande affinité pour I'ECGF et a sa capacité de
protéger celui-ci de la dégradation, par des protéases présentes dans le milieu de

culture.112



AY

A la suite de nombreux efforts visant 2 établir une
nomenclature structurée des différents facteurs de croissance, 'ECGF a été classé
dans la grande classe des «heparin binding growth factor» de classe 1 (HBGF-1).113
De plus, 'ECGF présente une grande homologie de séquence avec l'«acidic
fibroblast growth factor-1» (aFGF-1), qui est également de la classe des HBGF-1, et il
semble que les deux noms aient souvent été utilisés sans discrimination.l1* Des
travaux suggeérent que I'ECGF et 1'aFGF proviendrait d'ailleurs du méme
précurseur: I'ECGF-B.!15 Néanmoins, cette nomenclature basée sur la capacité
d'un facteur de croissance 2 se lier 4 I'héparine est loin de faire l'unanimité. Son
utilisation reste d'ailleurs limitée et les nomenclatures triviales ont encore

majoritairement cours.

Plusieurs autres facteurs ayant une activité d'ECGF ont été
extraits de diverses sources dont ils portent souvent le nom: «retina-derived
growth factor», «brain-derived growth factor», «astroglial growth factor»,
«embryonal carcinoma-derived growth factor», «platelet derived endothelial cell
growth factor» (PD-ECGF), «vascular endothelial growth factor» (VEGF), et
«omentum-derived growth factor».!'4  Certains sont probablement trés
semblables, sinon identiques, aux aFGF ou bFGF («basic fibroblast growth factor»)
tandis que d'autres pourraient étre véritablement différents. C'est le cas du
PD-ECGF et du VEGF qui ne possédent pas d'affinité pour I'héparine.l16117 Te
VEGF, aussi appelé vasculotropine ou «vascular permeability factor», posséde une
trés puissante activité ECGF qui est augmentée en présence de Mg~.l18 La
séquence de ce dernier est apparentée au «platelet derived growth factor»
(PDGF).116 Néanmoins, le VEGF n'est pas utilisé de routine pour favoriser la
prolifération des cellules endothéliales pour des raisons qui relévent

certainement des cofits reliés a sa production.



Au cours des derniéres années, d'autres substances ont été
utilisées afin de créer des conditions de culture plus favorables aux cellules
endothéliales mais aucune n'a regu un accueil unanime. Mentionnons tout de
méme que l'utilisation de thrombine, de sérum de veau de nouveau-né et, tout
particuli¢rement, de nombreuses molécules de la matrice extracellulaire ont été
prozosées comme additifs encourageant la croissance ou la différenciation dcs

cellules endothéliales.27.28,105,119-122

1.3.1.2 Métabolisme des cellules endothéliales

Le bagage synthétique et sécrétoire des cellules endothéliales est
trés impressionnant et s'explique par le réle central qu'elles jouent dans le
maintient de I'équilibre de l'organisme, du systéme circulatoire et de la paroi
vasculaire. Voici donc un bref aperqu de I'éventail des molécules produites ou

modifiées par les cellules endothéliales.

La matrice extracellulaire semble étre d'une grande importance
en ce qui concerne le comportement des cellules endothéliales; il n'est donc pas
surprenant que celles-ci produisent de nombreuses molécules retrouvées dans la
matrice extracellulaire vasculaire ainsi que d'autres molécules d'adhésion.??
Parmi les plus importantes, nommons les collagénes de types III, IV et V, la
fibronectine, la thrombospondine, 'élastine, la laminine, les sulfates d'héparanes
et autres mucopolysaccharides.123-127 De plus, les cellules endothéliales sont
capables de sécréter des collagénases et autres enzymes pour modifier la matrice

qui les entoure.103.128-131

Les cellules endothéliales sont également capables de sécréter de
nombreux facteurs ayant des effets variés sur divers types de cellules.?21.132133 Un
«platelet derived growth factor-like», immunologiquement identique au PDGF

des plaquettes sanguines, est un facteur de croissance particuliérement stimulant



pour les cellules musculaires lisses. Celui-ci serait d'ailleurs un des facteurs de
croissance jouant un rdle critique dans I'athérosclérogénése.13* Ainsi, les cellules
endothéliales sont potentiellement a l'origine d'un réseau complexe d'actions

paracrines et endocrines, mais également autocrines.!2!

Enfin, les cellules endothéiizles synthétisent des protéires
essentielles & la thrombose, a la coagulation et a la fibrinolyse normale.135-138,
revues: 139,140 Par ailleurs, elles incorporent et modifient les lipoprotéines: HDL,
LDL acétylées et B-LDL.3141 De plus, elles sécrétent des agents vasodilatateurs
ainsi que vasoconstricteurs qui contrdlent le tonus des cellules

musculaires Jjevues: 142-146

1.3.1.3 Modulation de la contraction des cellules musculaires lisses

A laube des années 80, on ne croyait pas que les cellules
endothéliales jouaient un rdéle trés important dans les phénoménes de
contraction des cellules musculaires lisses qui, rappelons-le, contrlent la pression
artérielle. C'est a la suite de la publication des travaux de Furchgott et Zawadzki,
montrant que la présence d'un endothélium fonctionnel est nécessaire a la
contraction d'une artére en réponse a l'acétylcholine, que de nombreux biologistes
cellulaires et physiologistes durent réviser leurs propos.1¥’ En effet, il a été
découvert par la suite que les effets vasodilatateurs de nombreux produits
pharmacologiques (naturels ou non) n'étaient obtenus que par l'intermédiaire de
la cellule endothéliale. On lui attribua alors la sécrétion d'un facteur inhibant la
contraction des cellules musculaires lisses: 'lEDRF ou «endothélium derived
relaxing factor». Mentionnons, entre autres, que les effets produits par les
catécholamines, la vasopressine, la thrombine, la bradykinine, 'histamine, l'acide
arachidonique, la sérotonine et I'ionophore A23187 s'exercent par l'intermédiaire

de 'endothélium.revues:142-146
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La nature du fameux EDRF est maintenant connue et il s'agit

du NO, ou monoxyde d'azote.148,revue de la découverte: 149 De nos jours, ce composé
extrémement instable peut étre dosé par le biais de ses produits de dégradation ou
de son activité oxydante.150-152 Ceci facilite les recherches impliquant le NO® dans
certaines pathologies telles 'hypertension et le choc septique.i33.134 Maigré tout, il
y a des effets vasoactifs reliés a l'endothélium qui ne sont pas attribuables a la
synthése de NO, ainsi que d'autres agents qui exercent leur action en l'absence

total d'un endothélium.3.155

1.3.1.4 Hémostase

Un des rdles les plus importants de l'endothélium est le
contrble de la coagulation sanguine. En effet, outre le fait que les cellules
endothéliales synthétisent des facteurs de coagulation aussi importants que le
facteur V et le facteur VIII, celles-ci doivent offrir une surface antithrombogénique
en temps normal mais pouvoir provoquer la coagulation lorsque les circonstances
le demandent.135.136 Pour ce faire, les cellules endothéliales possédent une
multitude de mécanismes.revues: 139,140 En effet, elles ont la capacité d'activer la
coagulation en fixant les facteurs Va, IXa et Xa, la thrombine, la thromboplastine
et le fibrinogéne. De plus, elles synthétisent des composantes de leur propre
membrane basale qui, si exposées au flot sanguin, permettent l'adhésion et
l'agrégation des plaquettes sanguines. Par contre, les cellules endothéliales
peuvent également synthétiser de l'antithrombine I, de la thrombomoduline, de
la protéine S, de l'activateur du plasminogéne, des sulfates d’héparane, de la
prostacycline et, comme vu précédemment, du NO. Toutes ces substances ont des
activités anticoagulantes ou antiagrégeantes. Ainsi, les cellules endothéliales

contrdlent étroitement 1'équilibre entre les mécanismes pro et antithrombotiques.



Lorsque l'équilibre est rompu, cela entraine de graves problémes cliniques tels

I'hémophilie, la thrombose, et peut-étre méme l'athérosclérose.

1.3.1.5 Etude de l'athérosclérose

L'implication de l'endothélium dans la pathogénése de
l'athérosclérose est beaucoup moins apparente que celle des cellules musculaires
lisses, mais elle n'en est pas moins importante ou reconnue pour
autant.revues: 7615 Comme nous l'avons vu & la section 1.2.3 de ce chapitre,
I'élément déclencheur de ['athérosclérose serait, selon [@'hypothése de
«response-to-injury», I'agression des cellules endothéliales.”> Les stress subis par
I'endothélium pourraient étre de natures variées. Les cellules endothéliales en
culture ont permis de mettre en évidence, entre autres causes possibles, les
métabolites du cholestérol, les stress hémodynamiques, les infections virales et les
composantes de la fumée de cigarette.8157-16¢ [es mécanismes proposés par
lesquels les cellules endothéliales répondraient a ces provocations sont multiples:
la sécrétion de facteurs de croissance stimulant la prolifération et/ou migration
des cellules musculaires lisses et macrophages, l'adoption d'un caractére
pro-thrombotique ou pro-inflammatoire, la modification de son métabolisme et
du transport des lipides ou encore, la diminution de production de facteurs
inhibant les cellules musculaires lisses tels les molécules reliées a I'héparine. De
fagon passive, par simple modification de sa perméabilité, 1'endothélium pourrait
amener d'importantes modifications dans la composition du milieu entourant les

cellules musculaires lisses, favorisant ainsi leur prolifération.8.49.134,165-178

1.3.1.6 Autres roles et utilisations de l'endothélium

L'endothélium tient également d'autres réles importants dont

le déréglement pourrait étre a la source de certaines pathologies. Par exemple, on



a découvert que les cellules endothéliales cultivées avec de fortes concentrations
de giucose forment des membranes basales plus épaisses que dans des conditions
de culture standard.l”® Cette observation rappelle les membranes basales trés
épaisses observées sous les cellules endothéliales dans une pathologie associée a
des troubles de circulation qui entraine ulcéres et gangréne: le diabéte. Voici donc
un modéle d'analyse iz Citrs  trés intéressant et d'une grande simplicité. Par
ailleurs, des études in vitro ont montré le réle primordial de I'endothélium dans
I'invasion des tumeurs cancéreuses.180 Enfin, les cellules endothéliales
entretiennent des relations avec d'autres tvpes cellulaires dont certains peuvent

surprendre tel que les kératinocytes.181.182

Un aspect important des cellules endothéliales est leur
implication dans les phénomeénes immunologiques. En effet, par leur situation
anatomique, elles jouent un réle primordial dans la circulation des cellules
immunocompétentes telles les neutrophiles, les macrophages, et les lymphocytes.
Au cours des derniéres années, il a été découvert que les cellules endothéliales
sont capables de produire et de répondre &4 de nombreuses cytokines et
interleukines, ainsi que d'exprimer a leur surface des molécules du complexe
majeur d'histocompatibilité de classe II.183-191 Les cellules endothéliales sont

donc impliquées dans des phénoménes immunologiques aussi variés que

I'inflarnmation, le combat contre les infections et le rejet de greffe.revues: 192-195

L'avenir de la recherche concernant les cellules endothéliales
est vaste et prometteur. Un intérét certain est soulevé par la possibilité de créer
des modéles d'angiogénése microscopique in vitro (création de capillaires) étant
donné l'importance de ce phénoméne in vivo .196-199 Drailleurs, du point de vue
de I'ingénieur tissulaire, une expertise dans la création de réseaux de capillaire est
trés intéressante. En effet, lors de I'implantation d'éventuels organes issus de
l'ingénierie tissulaire, la question de l'apport sanguin dans cet organe sera
d'autant plus critique que cet organe sera épais. Il est probable que la simple

angiogéneése naturelle au site de la greffe ne suffise pas pour permettre la survie



de la plupart des cellules du tissu. Ainsi, des stratégies afin d'obtenir une
capilarisation des nouveaux tissus devront étre établies: soit en installant des
capillaires avant la greffe; soit en accélérant la migration de ceux-ci vers le
nouveau tissu a l'aide de molécules angiogéniques. Un modéle de peau humaine
capillarisée in vitro afin d'augmenter les taux de prise lors de la greffe de ces
équivalents, a d'ailleurs été dévelorpé dans nctre laboratoire et un article scus 'e

point d'étre soumis.

En terminant, les cellules endothéliales, par leur position
stratégique, sont le véhicule parfait pour la médecine du prochain siécle: la
thérapie génique. Par exemple, des projets comme l'implantation sur les parois
vasculaires humaines de cellules endothéliales transfectées, contenant des génes

codant pour diverses protéines, et permettant ainsi la sécrétion continue de

produits pour des fins thérapeutiques, sont déja en cours.200-204, revue: 205

1.3.2 Les cellules musculaires lisses

1.3.2.1 Culture cellulaire

Les débuts de la culture des cellules musculaires lisses
remontent aux années 1913-1914, avec les premiéres observations de cellules
musculaires lisses en culture par Champy et par Laqueur.206.207 Une grande part
de ces succés précoces est sans doute reliée aux modestes besoins de ces cellules en
culture. En effet, les cellules musculaires lisses proliférent rapidement dans des
milieux simples, comme du «Dulbecco’s Modification of Eagle's Medium»
supplémenté avec aussi peu que 5% de sérum de veau feetal.208 De plus, leur
prolifération peut étre stimulée de fagon importante par de nombreux facteurs de
croissance tels I'EGF («epidermal growth factor»), le aFGF et le bFGF, mais surtout



par le PDGF qui semble le plus puissant et dont l'implication in vivo semble la

plus probable et importante.121,209-215 revue: 113,216

De nombreux aspects de la biologie des cellules musculaires
lisses ont été étudiés in vitro tel que le métabolisme des lipides, la sécrétion de
facteurs iniluengant les celluies endothéliales et les facteurs stimulant leur propre
croissance.8208217-221 Mais, lorsque I'on discute des cellules musculaires lisses, un
des grands sujets de recherche qui perdure depuis des années est la modulation
phénotypique qui s'opére chez ces cellules.166.222-226,revues: 208,227.228 Briévement,
il existe deux phénotypes pour une cellule musculaire lisse; le premier est appelé
«contractile» et se caractérise par une apparence étendue, un index mitotique bas
(raison pour laquelle on référe parfois a ce phénotype comme un état «d'arrét de
croissance»), une certaine capacité de contraction et un cytoplasme riche -en
myofilaments; le second se nomme «synthétique» et présente des cellules

fusiformes se divisant a un rythme élevé, possédant peu de filaments contractiles

mais des organelles synthétiques trés développées.revues: 166.127,229-231

1.3.2.2 Etude de l'athérosclérose

Selon 'hypothése de Ross, discutée plus tot a la section 1.2.3, la
cause de la formation de plaques athéroscléromateuses serait l'agression de
I'endothélium.”75 Par la suite, un ou plusieurs des mécanismes mentionnés plus
tét (métabolites du cholestérol, stress hémodynamiques, infections virales,
composantes de la fumée de cigarette, etc.) entraineraient la migration et la
prolifération des cellules musculaires lisses, amenant l'apparition d'une masse
fibreuse synthétisée par ces cellules. Pour apporter des solutions a ce probléme,
qui reste la premieére cause de mortalité et de morbidité dans les pays
industrialisés, deux grandes avenues de recherche sont explorées: les facteurs

contrdlant la prolifération des cellules musculaires lisses et les facteurs



influengant le métabolisme des lipides. Dans le premier cas, le PDGF reste L
principal facteur stimulant a l'étude, tandis que l'héparine est le produi
inhibiteur sur lequel plusieurs chercheurs se penchent. De plus, une grand:
variété d’autres stratégies inhibitrices soient également er
développement.121.165,169,210,212,232-246 Dans le second cas, I'hypercholestérolémic
ainsi jue linfiuence des celliles endothéliales et d'autres cellules sur le ‘ransport
la modification et le métabolisme des lipides chez les cellules musculaires lisses

sont des sujets d'actualité.247-354

1.3.2.3 Etude de la contraction des cellules musculaires lisses

Le tonus des cellules musculaires lisses vasculaires influence
directement la pression artérielle. Cette derniére joue un rdle prépondérant dans
certaines pathologies telles I'hypertension et le choc septique.revues: 154,255-257 ||
n'est donc pas surprenant de constater que la contraction de cellules musculaires

lisses est abondamment étudiée in vivo et également in vitro.
1.3.2.3.1 Mécanismes contractiles

Les études ayant mené a la découverte des mécanismes de
contraction des cellules musculaires lisses ont d'abord été, réalisées ex vivo en
utilisant des muscles lisses animaux isolés. De nos jours, une grande partie de la
recherche sur les mécanismes fins de la contraction se fait en utilisant des cellules
musculaires lisses en culture, en grande majorité d'origine animale. Il n'est pas
dans notre intention de faire une revue compléte des divers mécanismes
impliqués dans la contraction des cellules musculaires lisses car de trés bonnes
revues concernant chacun des aspects de ce phénoméne sont disponibles.258-268

Le but de cette section est plutt de définir sommairement les différents éléments



qui interviennent lors de la contraction des cellules musculaires lisses et d'en

décrire les mécanismes de base.

L'organisation de I'appareil contractile de la cellule musculaire
lisse différe énormément de celle de la cellule musculaire striée. En effet, il n'y a
pas de bandes-Z caractéristiques qui permettent lidentification nette de
sarcomeéres: l'unité contractile du muscle strié.2? Cependant, les deux cellules
musculaires utilisent le méme principe de base pour générer la force musculaire:
l'interaction des filaments d'actine et de myosine. Bien que ces molécules soient
différentes selon qu'elles proviennent d'une cellule musculaire lisse ou striée,
dans les deux cas, les filaments d'actine et de myosine glissent les uns sur les
autres grice au cycde de l'activité ATPase du  complexe
actine/myosine.revues: 269270 De plus, c'est également dans les deux cas que le
facteur déterminant pour la contraction s'avére étre la concentration de calcium
cytoplasmique (Ca™j). Mais c'est ici que s’arréte la ressemblance entre les deux
systémes. En effet, alors que l'augmentation de Ca™; permet la création du
complexe Ca™/troponine sur les filaments d'actine dans les cellules musculaires
striées, celle-ci entraine la formation du complexe Ca™/calmoduline dans les
cellules musculaires lisses (figure 3). Par cette addition de Ca™, la calmoduline
(CaM) change de conformation et se fixe a la kinase de la chaine légére de la
myosine (MLCK) et active cette derniére. Le complexe Ca™/CaM/MLCK peut
maintenant aller phosphoryler la sérine en position 19 de la chaine légeére de la
myosine de 20 kDa (MLCy0). La myosine est un hexamére formé de deux chaines
lourdes de 200 kDa chacune et de quatre chaines légéres: une paire de chaines
légeres de 17 kDa chacune, dites essentielles, et une paire de 20 kDa chacune, dites
régulatrices (figure 4). Ce sont ces derniéres qui possédent, comme leur nom
I'indique, un fort pouvoir régulateur sur l'activité ATPase de la myosine qui,
celui-ci, dépends de leur phosphorylation par le complexe Ca”/CaM/MLCK.
Ainsi, la phosphorylation de la MLCzg permet I'hydrolyse efficace de I'ATP et la

contraction du muscle.revues: 259,260266-268 [ orsque le niveau de Ca™ revient au



niveau basal, le complexe Ca~/CaM/MLCK se dissocie et la MLCz est
déphosphorylée par une phosphatase (MLCP), stoppant l'activité ATPase du
complexe actine/myosine et entrainant la relaxation du muscle (figure 3).Z1-Z74
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Figure 3: Mécanismes généraux contrblant l'interaction actine-myosine dans
les cellules musculaires lisses (tiré de Allen et Walsh267).

Le Ca™ nécessaire pour faire passer sa concentration dans le
sarcoplasme cellulaire de son niveau de base (= 140 nM) a un niveau provoquant
la contraction (500-700 nM) peut provenir de deux réservoirs.Z75.- 276 Le premier



Rod-like tail

LMM (110 nm) f HMM (45 nm)

Figure 4:  Structure du complexe contractile de la myosine du muscle lisse de
type I (tiré de Allen et Walsh?67), LMM= «light meromyosin»,
HMM-= «heavy meromyosin», LC0= chaine légére de la myosine de
20 kDa (régulatrice), LCij7= chaine légére de la myosine de 17 kDa
(essentielle), S; et Sz= sous-fragments 1 et 2, P= site de

phosphorylation.

est l'environnement extracellulaire et le second est le lumen du reticulum
sarcoplasmique.?77 Dans les deux cas, la concentration de Ca™ y est de I'ordre de
quelques millimolaires. L'entrée de Ca™ dans la cellule se fait par l'intermédiaire
de canaux calciques qui sont situés au niveau de la membrane sarcoplasmique
(figure 5). Ceux-ci sont contrélés soit par le potentiel (types L : «long acting» ou T :
«transient»), soit par un récepteur.278-283 Du cjté du réticulum sarcoplasmique, la
libération du Ca™ dans le sarcoplasme survient suite i la stimulation du récepteur
a l'inositol 1,4,5-triphosphate (IP3) ou a la suite d'une élévation du Ca™;.261, 284, 285

Les récepteurs calciques impliqués dans ce dernier phénomene, la libération de



Ca™ induite par le Ca™j;, peuvent étre sollicités pharmacologiquement par la
ryanodine ou la caféine.?85 On y référe d'ailleurs comme étant le «récepteur a la
ryanodine». De plus, il existe deux stocks calciques dans le réticulum
sarcoplasmique: un est sensible a la caféine et I'IP3, tandis que l'autre n'est
sensible qu'a 1'IP3.286-288 Afin d'assurer le retour de la concentration de Ca™j a la
normaie, l'extrusion du Ca™j s'effectue, au niveau de la membrane
sarcoplasmique, grdce a une pompe calcique ATPase et, de fagon moins
importante, par un échangeur d'ions Na"/Ca™ associé 4 une ATPase échangeuse
d'ions Na®/K".262.289-292 De plus, pour contribuer i l'extrusion du Ca™j et pour
assurer son remplissage, le réticulum sarcoplasmique posséde également, dans sa
membrane, une pompe calcique ATPase mais différente de celle de la membrane

cytoplasmique.290-292

Figure 5 (page suivante): Mécanismes de contrdle de la concentration Ca™j dans la
cellule ﬁ1usculaire lisse (tiré de Walsh259). SR: réticulum
sarcoplasmique, Chg: canal calcique contrdlé par un récepteur, Chsg:
canal calcique contr6lé par un récepteur situé sur le réticulum
sarcoplasmique, Chy: canal calcique sensible au potentiel, DG:
1,2-diacylglycérol, Ex: échangeur Na*/Ca™, G: protéine G, IP3: inositol
1,4,5-triphosphate, L: ligand, NaK: ATPase échangeuse de Na‘/K*, PL
phosphatidylinositol, PIP: phosphatidylinositol 4-phosphate, PIP;:
phosphatidylinositol  4,5-bisphosphate, PLC: phospholipase C

spécifique des phosphates d'inositol, R: récepteur.
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Deux mécanismes d'action différents entrainent une
augmentation du Ca™j: i) une modification du potentiel de la membrane
sarcoplasmique ou ii) I'activité pharmacologique d'une substance lorsqu’elle se lie
a son récepteur (figure 6). Dans le premier cas, un dépolarisation de la membrane
de la cellule musculaire lisse, habituellement obtenue in vitro par l'ajout de
100 mM de KCl au milieu extraceilulaire, entraine l'ouverture des canaux
calciques dépendants du potentiel et donc, une importante entrée de Ca™ dans la
cellule. Dans le second cas, un ligand peut se lier soit a un récepteur qui contrdle
l'ouverture d'un canal calcique, soit & un récepteur lié & une protéine G.266.233
Dans le cas d'un récepteur qui contréle un canal calcique, la liaison du ligand
provoque non seulement une entrée de Ca™, mais aussi d'autres cations, car ces
canaux ne sont pas spécifiques au Ca.294295 L'entrée de cations par ces canaux
entrainerait une dépolarisation de la membrane et l'ouverture des canaux
calciques dépendants du potentiel. C'est ce mécanisme qui serait responsable de
I'élévation massive du Ca™; observée par la suite, et non la quantité de Ca™
entrant a proprement dit par ces canaux.266 Lorsque le ligand se fixe & un
récepteur lié a une protéine G, il entraine l'activation de cette derniére qui peut
avoir de nombreux effets selon le type de protéine G impliqué. Dans plusieurs
cas, l'activation de la protéine G méne a l'activation de la phospholipase C
membranaire qui hydrolyse le phospho-inositol 4,5-diphosphate en inositol
1,4,5-triphosphate (IP3) et en diacylglycérol. L'IP3 ainsi produit diffuse dans le
cytoplasme et se lie a4 son récepteur sur la membrane du réticulum
sarcoplasmique pour provoquer la libération de stocks calciques (figure 5).266 Pour
sa part, le diacylglycérol active une protéine kinase C qui peut phosphoryler
plusieurs autres protéines. Dans d'autres cas, la protéine G activée produit
d'autres seconds messagers ayant des effets multiples sur plusieurs éléments
impliqués dans la contraction des cellules musculaires lisses en agissant, entre
autre, sur la concentration des nucléotides cycliques.263268 De plus, la liaison d'un

ligand a un récepteur de type tyrosine kinase peut également entrainer la

formation d'IP3 en activant une phospholipase Cy.2%.297 Enfin, dans tous les



mécanismes envisagés, ['augmentation du Ca™; peut entrainer un relargage de
Ca™ des stocks du réticulum sarcoplasmique par le phénoméne de libération de
Ca™ induite par le Ca™.285
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Figure 6: Résumé des mécanismes de contrdle de la contraction des cellules
musculaires lisses (tiré de Somlyo et Somlyo266).

Qutre la variation de la concentration de Ca™j, il existe d'autres
mécanismes de contrle de la contraction de la cellule musculaire lisse. On
appelle ces mécanismes de contréle indépendants de la concentration de Ca™;j des
mécanismes de sensibilisation au Ca™ (ou de désensibilisation). Dans la cascade
d'événement décrits plus haut, on constate immédiatement les possibilités de
régulation que présente la MLCP (figure 3). En effet, le tonus musculaire de base
est la résultante, 2 un niveau de Ca™; donné, de I'équilibre entre I'activation
continue de la MLCyp par le complexe Ca*/CaM/MLCK et de sa constante
désactivation par la MLCP. Ainsi, toute activité inhibant la MLCP augmente le



tonus musculaire pour une méme concentration de Ca™.272 Ce phénomeéne a ét
démontré lors de la stimulation de récepteurs associés a des protéines (
(c-adrénergiques, muscariniques, etc.).298-300 En effet, lors de la fixation du ligand
le récepteur active la phospholipase Aj, par le biais de la protéine G associée, e
celle-ci hydrolyse les phospholipides membranaires pour produire de l'acide
arachidonique (figure 7). Cette derniére inhibe la MLCP en dissociant s:
sous-unité catalytique (37 kDa) des deux autres sous-unités qui sont responsable:
de l'attachement a la myosine (130 et 20 kDa).Z72 1l en résulte donc une
augmentation de la quantité de MLCyg phosphorylées et une augmentation de lz
tension développée pour une méme concentration de Ca™i. Bien que deux
phosphatases animales aient déja été identifides, la nature et les mécanismes de
contrdle des phosphatases du muscle lisse sont des questions qui animent

plusieurs groupes de recherche.301-306

Selon le méme raisonnement, tout ce qui inhibe l'activité de la
MLCK entraine une désensibilisation des cellules musculaires lisses au Ca™7j.
C'est ce qui est observé lors de la montée du Ca™; a des niveaux de = 1 uM (figure
7). Ceci entraine l'activation d'une protéine kinase sensible au complexe
Ca~/CaM. Celle-ci phosphoryle la MLCK, diminuant l'affinité de cette derniére
pour le complexe Ca*/CaM.264307.308 Ajnsj, il en résulte une concentration plus
faible de complexe Ca™/CaM/MLCK ce qui, en retour, diminue la quantité de
MLC20 phosphorylée. Enfin, la caldesmone et la calponine, deux protéines
retrouvées en association avec les filaments d'actine dans les cellules musculaires
lisses pourraient également servir d'éléments régulateurs de la contraction. En
effet, dans les deux cas, ces protéines sont capables d'inhiber I'activité actomyosine

et leurs activités pourraient étre modulables par leur phosphorylation.267
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Figure 72 Mécanisme de désensibilisation de la contraction de la cellule
musculaire lisse (tiré de Allen et Walsh267). PtdCho:
phosphatidylcholine, R: récepteur, G: protéine G, PLA;: phospholipase
Az, AA: acide arachidonique, CaMK II: protéine kinase de type II.

1.3.2.3.2 Contractilité des cellules musculaires lisses in vitro

' Jusqu'a récemment, les cellules musculaires lisses en culture ne
pouvaient étre étudiées pour leur pouvoir contractile car celles-ci perdent trés
rapidement cette propriété in vitro (aprés un seul passage).208 En effet, bien qu'il
soit possible de déduire I'effet contractile d'une substance sur la contraction des
cellules musculaires lisses en observant l'activation de cascades enzymatiques ou

la variation de seconds messagers intracellulaires, tel que décrit & la section



précédante, cette approche reste indirecte et nécessite un appareillage cotliteux et
complexe.25.155303310 Par contre, l'étude de la contraction de vaisseaux animaux
ex vivo, dans des bains d'organe isolé, est attrayante puisqu'elle permet la mesure
directe des forces générées par le muscle lisse fraichement extrait de son
environnement naturel. De plus, I'équipement nécessaire pour effectuer ces
expériences est relativement peu couteux, facile d'utilisation ainsi que d'entretien
et est déja en place dans la majorité des laboratoires de pharmacologie vasculaire.
Ainsi, les tests de nouveaux produits pharmacologiques ayant potentiellement
des effets vasoactifs sont toujours effectués sur des sections d'artéres isolées

d'animaux comme le lapin ou le rat.153

Au cours des années 80, les électrophysiologistes travaillent
déja sur des cellules musculaires lisses fraichement isolées. Equipés de
micromanipulateurs et de systémes d'acquisition et d'analyse d'image, ils leur est
possible d'observer la rétraction des cellules musculaires lisses en réponse a des
agonistes vasoactifs. Certains développeront méme des méthodes de mesures
quantitatives de la contraction basées soit sur les variations de surface ou de
longueur des cellules, soit sur le nombre de cellules qui contractent.311-315
Comme la force générée par les cellules musculaires lisses isolées et
non-adhérantes n'est pas nécessairement directement proportionnelle a leur
rétrécissement ou au nombre de cellules qui contractent, ces méthodes
d'évaluation ne permettent pas la mesure de la force générée par la contraction
des cellules. De plus, ces méthodes demandent l'examen de nombreuses cellules

et, rappelons-le, nécessitent |'utilisation d'un appareillage sophistiqué.

En 1980, Harris et collaborateurs proposent !'utilisation de
silicone solidifi€¢ comme un nouvel outil pour l'étude de la locomotion
cellulaire.316 Cette technique consiste 4 enduire une surface de culture avec un
fin film de silicone que l'on prend soin de faire polymériser, de couvrir de
protéines et d'y ensemencer des cellules. Les cellules y adhérent et, lorsque

celles-ci développent une force de traction pour se déplacer, elles déforment le



souple film de silicone. Cedi se traduit par de petites vaguelettes visibles, a l'aide
d'un simple microscope, autour des cellules qui tentent de se déplacer. A l'aide de
cette technique, des équipes ont étudié la contraction des cellules musculaires
lisses vasculaires en réponse a des agonistes vasoactifs.317-320 Puisque le nombre
de vaguelette n'est pas directement proportionnel a la force générée par les
cellules en contraction, la mesure quantitative de cette derniére ne peut étre
obtenue par cette méthode. Elle présente donc les mémes désavantages que les
méthode décrites ci-dessus, ayant néanmoins le mérite d'étre plus simple, et de
mesurer l'activité d'une cellule adhérante 4 un substrat, bien qu'il partiellement

soit synthétique.

Mais quelque soit la méthode utilisée, l'intérét principal de
mesurer la contraction de cellules musculaires lisses isolées in wvitro est de
pouvoir les cultiver avant de les utiliser. En effet, la culture cellulaire présente
I'avantage de produire un grand nombre de cellules & partir de peu de matériel de
départ. Elle dégage des limites et inconvénients liés au préléevement de tissus
chez I'étre vivant (disponibilité, colt, sacrifice, quantité, protocole d'isolation,
questions éthiques), diminue certains facteurs de variabilité (individu, source,
isolement) et, de plus, permet des conditions expérimentales impossibles in vivo.
Il a été démontré que des cellules musculaires lisses vasculaires animales (bovin
et rat) pouvaient conserver leur phénotype contractile, méme lorsque cultivées
pendant plusieurs passages, suffisamment pour permettre la mesure de leur
contraction par la méthode du silicone ou de celle basée sur l'analyse
d'image.317.321-324¢  Ceci est également le cas des cellules musculaires lisses

animales cultivées des voies respiratoires et urinaires.325.326

Mais qu'en est-il des cellules musculaires lisses humaines?
Malheureusement, les cellules humaines perdent totalement leur capacité de
contraction lorsqu'elles sont cultivées ne serait-ce qu'un seul passage. Malgré
l'utilisation de techniques trés sensibles permettant la détection de la contraction

des cellules, il n'est fait état d'aucun cas dans la littérature de cellules musculaires
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lisses humaines cultivées ayant contracté, soient-elles vasculaires ou autres. Si les
cellules musculaires lisses humaines pouvaient rester contractiles en culture, leur
utilisation serait d'un grand intérét. En effet, malgré les faiblesses inhérentes aux
méthodes d'analyse des cellules cultivées, la nature humaine des cellules peut
étre un facteur important et méme primordial dans certains cas. Ainsi, ne serait-il
pas judicieux de tester des médicaments vasoactifs sur des cellules humaines en

complément ou a la place de tissus animaux?

1.3.2.3.3 Récepteurs purinergiques

Les récepteurs purinergiques se divisent en deux grandes
familles: ceux qui reconnaissent l'adénosine, dits P;, et ceux qui reconnaissent les
purines phosphatées, dits P;. C'est la famille des récepteurs P; qui retiendra
particuliérement notre attention dans cette section car il en sera question dans les
articles présentés aux chapitres 3 et 4. Il existe cinq sous-types bien définis de
récepteurs P, qui se nomment Pax, Pay, Pot, P2z et Ppy.revues: 327329 A chacun de
ces sous-types correspond un ou des agonistes naturels: P2x et P2y = ATP et ADP,
Par = ADP, P2z = ATP4, Poy=ATP et UTP. De plus, il existe trois autres
sous-types potentiels de récepteurs P2: un récepteur des nucléotides de l'uridine
qui reconnaitrait I'UDP et 'UTP, un récepteur Ppp liant le ApsA (diadénosine
tétraphosphate) et un récepteur Pa(pci2) sensible a 'ATP.330-332 Puisque seuls les
récepteurs Ppx, P2y et Pay sont susceptibles d'étre exprimés par les cellules de la
paroi vasculaire, nous nous limiterons a ces trois sous-types. Les différents
sous-types de récepteurs ont été définis grace a leur sensibilité relative a différents
agonistes synthétiques et naturels. Le tableau III présente un résumé des

caractéristiques de chaque sous-type de récepteur P;.



Tableau III: Caractéristiques des sous-types de récepteur purinergique P (d‘aprés

Harden et coll.32%)

Sous-Ty Sélectivité Effecteurs primaires
pes . (secondaires)
pharmacolegique
Pax o,B-metATP = B,¥ymetATP > ATP >> Canal cationique

ADPBS = 2-MeSATP

P2y 2-metSATP > ADPBS > ATP >> Protéines Gq et Gi

o, B-metATP = B,'y-metATP (#PLC, {ADC, CT)
Pau ATP = UTP > ATPYS >> ADP Protéines Gq et Gi

inactifs = 2-MeSATP; ADPRS; (#PLC)
B, y-metATP
Por 2-MeSATP > ADP Protéines Gi
antagonistes = ATP, AMP (#PLC, JADC, #Ca™?)

Pz ATP4- = BzATP >> ATP Pore membranaire

Abréviations: met= méthyl, S= thio, Bz= 3'-O-(4-benzoyl)benzoyl-ATP,
PLC= phospholipase C, ADC= adénylate cyclase, CI= Canal ionique.

Les récepteurs Py et P2y sont, tous deux, des récepteurs couplés
a une protéine G. Dans les deux cas, celleci active une phospholipase qui
hydrolyse les phospholipides de la membrane produisant de I'IP3. Ce dernier se



fixe & son récepteur au niveau du réticulum sarcoplasmique, entrainant le
relargage massif de Ca™. Clest d'ailleurs a la similitude de leur mécanisme
d'action (une élévation de la concentration d'TP3) que l'on doit certaines
conclusions erronées. En effet, a la fin des années 80, toute élévation de la
concentration d'IP3 en réponse a une stimulation par 'ATP ou I'ADP était
associée au récepteur Ppy car la présence du récepteur Py était largement
sous-estimée.3?® Le récepteur Py différe pourtant du Poy par sa capacité a inhiber
ladénylate cyclase. Dans le systéme des cellules de rat C6, utilisant 11 agonistes
spécifiques, il a été démontré que l'inhibition de l'adénylate cyclase présentait une
sélectivité pharmacologique qui correspondait a celle d'un récepteur Py 333334
Conséquemment, il a été montré que cette activité dépendait de I'activation d'une
protéine Gj (caractérisée par son activité inhibitrice de I'adénylate cyclase).335 Par
ailleurs, dans le svstéme de ['érythrocyte de dinde, un récepteur ayant les
caractéristiques pharmacologiques du sous-type P2y produit une augmentation de
la concentration d'IP; et, subséquemment de Ca™j, sans inhiber l'adénylate
cyclase.33 Cette action est dépendante d'une protéine Gii, de la famille des

protéines Ggq, et de l'activation par celle-ci d'une phospholipase CB.337:338 Etant

donné la grande fidélité avec laquelle les récepteurs se lient avec un sous-type de
protéine G, il est probable qu'il existe deux sous-types de récepteurs Pay.
Dailleurs, dans les myocytes de souris, ot I'ATP et I'ADP induisent une
augmentation de la concentration d'IP3 et une inhibition de l'adénylate cyclase,
I'inhibition de I'adénylate cyclase est sensible & la toxine de pertussis (inhibiteur

des protéines Gj).alors que l'augmentation d'TP3 ne l'est pas.339

Les récepteurs de sous-types Py sont  encore
pharmacologiquement mal décrits en partie & cause de l'absence d'analogues de
I'UTP. Par contre, ces récepteurs sont exprimés dans de trés nombreux tissus.32
Lorsqu'ils sont sollicités, ils entrainent l'activation d'une phospholipase C et une
€lévation de la concentration d'IP3 comme c'est le cas pour les récepteurs P2y. Par

contre aucun lien n'a été établi, jusqu'a maintenant, entre ['activation des



4

récepteurs Py et une modification de la concentration de I'AMPc bien que cela ne
soit pas une caractéristique obligatoire des récepteurs P2y. Ce qui différencie le
mieux les récepteurs Pay des Pay est leur sensibilité a 'UTP ( d'ou le «y») et leur
insensibilité au 2-metSATP (tableau III).

L'ADN complémentaire des récepteurs Py et Py a été
récemment cloné.?40 Leur séquence d'acides aminés prédites correspond bien
avec les fonctions biochimiques qui leur avaient été attribuées et les place dans la
superfamille des récepteurs a 7 domaines transmembranaires couplés a une
protéine G (figure 8). Les récepteurs clonés de Py de poulet et de dinde ont
environ 30% d’homologie de séquence avec les récepteurs Py humains et de
souris.341-34¢ Ceux-ci ont trés peu d’homologie avec la famille P; des récepteurs
purinergiques. L'ADN complémentaire des récepteurs Ppy et Py a aussi été
réexprimé dans des cellules de mammiféres, leur conférant ainsi la capacité de
répondre aux analogues de I'ATP avec la spécificité correspondante a chacun des
sous-types de récepteurs.342:345 Enfin, une analyse par transfert Northern réalisée
avec I'ARN messager correspondant confirme l'expression de ces deux sous-types

de récepteurs dans de nombreux organes.342,343,346

Les récepteurs purinergiques du sous-type Pzx sont des canaux
ioniques qui s'ouvrent au contact de leurs ligands («ligand-gated» ou «receptor
operated »).347 Ces canaux sont spécifiques aux cations mais non au Ca™. Is ont
été découverts par des études d'électrophysiologie qui ont révélé, en réponse a
I'ATP, des courants dépolarisants qui survenaient trés rapidement, qui étaient
rapidement inactivés, qui étaient indépendants du potentiel de la membrane et
dont l'activation ne semblait pas associée a la génération de seconds messagers
classiques (Ca™, AMPc, protéine G).322 Ces caractéristiques ressemblent a celles des
. canaux ioniques activés par des récepteurs lors des influx nerveux (récepteurs a la
nicotine, GABA, acétylcholine, sérotonine, glutamate et glycine). D'ailleurs, il est

maintenant établi que I'ATP est un co-neurotransmetteur au niveau de diverses



synapses neurone-neurone et neurone-muscle.34#8  Outre la sensibilité aux
analogues de I'ATP, le sous-type P2x peut étre différencié du sous-type P2y a l'aide
de la suramine qui inhibe la réponse associée a la stimulation des P2x. Cependant,
la classification des récepteurs Pyx n'est pas si simple! L'existence de sous-types de
récepteurs Ppx a d'ailleurs été avancée afin d'expliquer certaines incohérences
dans la classification pharmacologique des récepteurs Pzx. Celle-ci reste une

source de controverses.349

Le récepteur Pax a été cloné et sa structure s'avére trés différente
des récepteurs neuronaux cités plus haut.344350 Sa structure prédite est plus prés
de celle d'un canal sodique épithélial et d'un mécanorécepteur bactérien.2% Des
études ont également révélé une expression trés répandue de son ARNm ce qui
confirme son réle dans divers tissus.3# On a également remarqué une expression
trés forte de ce dernier dans les thymocytes en apoptose et dans la glande pituitaire
ce qui suggeére des fonctions importantes et insoupgonnées de ce récepteur dans
des phénomeénes immunitaires et endocrines.2%5 De plus, le récepteur cloné a été
exprimé dans des cellules de mammiféres et présente une sensibilité aux
analogues de I'ATP qui correspond i celle du récepteur Pax d'artére d'oreille de

lapin et de queue de rat.349

1.3.2.4 Autres roles des cellules musculaires lisses

Pratiquement toute la recherche concernant les cellules
musculaires lisses vasculaires se rapporte, d'une fagon ou d'une autre, a
l'athérosclérose ou au contréle de la pression sanguine a cause de I'importance de
ces pathologies. Cependant, d'autres projets de recherche s'intéressent a des
pathologies concernant les cellules musculaires lisses viscérales, par exemple,
dans les cas de fibroses lors d'inflammations chroniques de l'intestin.167 Par

ailleurs, les cellules musculaires lisses du systéme reproducteur féminin font



ailleurs, les cellules musculaires lisses du systéme reproducteur féminin font
également l'objet d'études in vitro.351 Enfin, les voies respiratoires contiennent
également des cellules musculaires lisses. Leur tonus contrdle l'ouverture des
voies respiratoires et son déréglement est 2 la base des problémes reliés a I'asthme.
Des cultures de cellules musculaires lisses des voies respiratoires sont également

utilisés pour la recherche dans ce domaine.352 353
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Figure 8: La structure prédite du récepteur purinergique de sous-type Py

humain (tiré de Parr et coll.343).



1.3.3 Les fibroblastes
1.3.3.1 Culture cellulaire et acide ascorbique

Le fibroblaste est sans aucun doute la cellule adhérente qui a été
la plus étudiée, et donc, la cellule qui est la mieux connue. En effet, les fibroblastes
sont cultivés in vitro depuis les débuts de la culture cellulaire et ceci est sans
doute attribuable a leurs exigences nutritives trés limitées. En effet, tout milieu de
culture classique, additionné de 5% a 10% de sérum animal, permet des
conditions de cultures quasi optimales pour ce type cellulaire. Ces cellules plutot
«rustiques» peuvent méme étre cultivées dans des milieux définis sans sérum.
Ainsi, les fibroblastes se sont avérés les candidats idéaux pour toutes sortes
d'expériences a caractére fondamental qui s'intéressent au fonctionnement de la
cellule de mammifere: prolifération, adhésion, locomotion, migration,

métabolisme, toxicité, cytosquelette, etc.157.316,354-358

De fagon plus spécifique, le role des fibroblastes a été établi
comme étant celui de fabriquer les protéines fibreuses qui constituent l'essentiel
des tissus conjonctifs. Ainsi, plusieurs groupes de recherche se sont attardés a
déterminer la nature de la matrice extracellulaire produite par les fibroblastes
ainsi que les facteurs influengant la synthése de cette derniére.359 A ce point de
vue, l'acide ascorbique (vitamine C) a été identifié comme étant un facteur trés
important dans la synthése de collagéne fibrillaire (type I et IIf), la principale
protéine de la matrice extracellulaire produite par les fibroblastes. 360361 L'acide
ascorbique joue un role de cofacteur de la prolyl-hydroxylase lors de
I'hydroxylation de la proline en hydroxyproline.362.363 Cet acide aminé modifié
est trés abondant dans le collagéne et est essentiel & sa conformation en triple
hélice. Une carence alimentaire en vitamine C produit la fameuse maladie qui a
marqué le voyage des premiers explorateurs en Amérique: le scorbut. Celle-ci se
caractérise, entre autre, par la perte des dents qui résulte de la fragilisation extréme



du ligament dentaire. Ce phénomene est attribuable a une trés faible synthése de
collagéne par les fibroblastes ligamentaires qui sont incapables d'assurer le

renouvellement du collagéne en absence d'acide ascorbique.364

In vitro, I'acide ascorbique augmente de fagon remarquable la
synthése de collagéne par les fibroblastes.365 Cependant, ce phénoméne semble
étre indépendant de son réle de cofacteur de I'hydroxylation de la proline.360.366
En effet, la majeure partie de l'effet de l'acide ascorbique est observée a des
concentrations largement supérieures a celle nécessaire a la pleine hydroxylation
de la proline. De plus, l'effet de l'acide ascorbique semble lié au degré de
peroxydation des lipides cellulaires.367.368 Drailleurs, l'effet de I'acide ascorbique
est significativement inhibé par des produits antioxydants liposolubles mais non
hydrosolubles.36?  Tout ceci peut paraitre surprenant puisque l'on pense
généralement a I'acide ascorbique en tant qu'antioxydant. Cependant, en présence
d'une large quantité d'ions Fe™, l'acide ascorbique génére une activité oxydatrice
importante qui pourrait expliquer la peroxydation des lipides ainsi que sa toxicité
a de fortes concentrations.370-372 Par ailleurs, 'acide ascorbique exerce son effet
sur la synthése de collagénes de types I et IIl, en partie en augmentant la

concentration d'’ARN messager codant pour ces protéines.373.374
1.3.3.2 Fibroblastes vasculaires et anévrisme

Suite aux progrés de la culture cellulaire, des fibroblastes ont été
isolés a partir de tissus d'origines de plus en plus vari€es: peau saine, cicatrices,
ligaments, muqueuse orale, vaisseaux sanguins, etc. Il est rapidement devenu
évident que, contrairement a la perception générale, tous les fibroblastes ne se
comportent pas de la méme fagon. Ainsi, 'idée que les fibroblastes aient des réles
importants autres que la synthése et le maintien de la matrice extracellulaire
commence 2 faire surface. En effet, pendant longtemps, les fibroblastes ont été
cantonnés dans un role a caractére structural, ils ont été trés peu considérés

comme ayant des fonctions physiologiques autres, bien qu'étant abondamment
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utilisés comme outil de recherche. Ceci est particuliérement vrai dans le domaine
vasculaire oli les cellules endothéliales et musculaires lisses ont profité de

pratiquement toute l'attention des équipes de recherche.

Pourtant, il semble bien qu'il y ait des communications
possibles entre les fibroblastes et les autres cellules vasculaires. Par exemple, les
fibroblastes favorisent l'organisation des cellules endothéliales en capillaire in
itro.375376 De plus, les fibroblastes sécrétent un facteur qui augmente la syntheése
de prostacycline par les cellules endothéliales.377.378 En retour, les cellules
endothéliales influencent le phénotype des fibroblastes et modulent la fagon dont
ces derniers modifient et synthétisent la matrice extracellulaire in vitro.375.379,380
In vivo, I'influence de facteurs humoraux synthétisés par les cellules vasculaires
est beaucoup moins facile 2 mettre en évidence. Ceci dit, dans le domaine des
greffes vasculaires, deux équipes ont mis en évidence, dans le sérum de patients
présentant une incapacité a incorporer une prothése vasculaire synthétique, un
facteur qui inhibe la prolifération des fibroblastes.381.382 [L'origine et la nature
exacte de ce facteur est encore inconnue. Puisque l'incorporation dans les tissus
environnants est un facteur critique pour le bon fonctionnement d'une prothése
vasculaire, il s'agit d'un cas ou l'importance des fibroblastes, et des facteurs
humoraux qui les affectent, est clairement mise en évidence. Par ailleurs,
I'adventice vasculaire semble jouer un rdle dans le métabolisme de substances
physiologiques aussi importantes que l'oxyde nitrique ou l'angiotensine.383.384
L'adventice pourrait méme influencer le développement de l'hyperplasie
intimale.385.38 Dans ce cas, l'effet ne serait peut-étre pas attribuable aux
fibroblastes eux-mémes mais aux vasa vasorum de l'adventice qui éviteraient

I'hypoxie des cellules musculaires lisses de la média.

Les nouvelles fonctions physiologiques encore insoupgonnées
de I'adventice ne changent pas le fait que son role principal reste d'assurer la
résistance mécanique du vaisseau sanguin. A ce chapitre, les connaissances ont

beaucoup évolué et il apparait maintenant clairement que la stabilité mécanique



.de I'adventice dépend d'un délicat équilibre entre la dégradation et la synthése des
protéines structurales (collagéne et élastine).38” Lorsqu'il y a déséquilibre, on
observe l'apparition d'une dilatation de la paroi vasculaire: un anévrisme.
Histologiquement, ce phénoméne est caractérisé par la dégradation massive du
réseau des fibres élastiques de la média.3¥7 Cependant, le fait que I'adventice seule
puisse maintenir l'intégrité mécanique du vaisseau, et que ce tissu soit
principalement constitué de collagéne, suggére que le métabolisme de ce dernier
est important dans l'étiologie de la maladie.387 En effet, la présence de
métalloprotéinases/collagénases dans les lésions anévrismales a été établie. 388,389
Ces protéases pourraient étre sécrétées par les cellules inflammatoires observées
aux sites des lésions anévrismales, ou par les cellules vasculaires, ou par les
deux.38 La densité de cellules inflammatoires dans l'adventice dilatée a été
quantifiée et semble proportionnelle a la taille de I'anévrisme.388 Or, les cellules
inflammatoires peuvent également synthétiser des élastases, ce qui suggére que la
dégradation du réseau de fibres élastiques serait une des premiéres étapes de la
formation de l'anévrisme.3%0.391 Récemment, un modéle animal de dilatation
artérielle dans un contexte de rejet de greffe xenogénique a été mis au point.392
Dans ce systéme, l'ensemencement du greffon vasculaire avec des cellules
musculaires lisses transfectées surexprimant le TIMP-1 {«tissue inhibitor of
metalloproteinases-1»), un puissant inhibiteur des collagénases, réduit la
formation d'anévrismes.3%3 Comme prévu, cette surexpression de TIMP-1
diminue considérablement I'activité de la métalloproteinase-9 (collagénase de
92KDa ou gélatinase B) dans les tissus du greffon. Ceci suggére que les
composantes collagéniques jouent un réle crucial dans le maintien de la
résistance mécanique du greffon. Ceci dit, ce traitement réduit également la
dégradation du réseau élastique du greffon. Cette dégradation, et son inhibition,
peuvent  s'expliquer par [lactivité  élastase  qu'exercent  plusieurs
métalloproteinases, malgré leurs noms de collagénase ou gélatinase.3%4 Clest
d'ailleurs le cas pour la métalloproteinase-9.3%5 Ainsi, en supposant que ce

modele refléte en partie le développement des anévrismes chez I'humain, les



deux réseaux protéiques structuraux, collagénique et élastique, pourraient étre

importants pour assurer la stabilité mécanique du vaisseau sanguin.

1.4 La modélisation de la paroi vasculaire ir vitro

1.4.1 Coculture directe

La coculture directe consiste simplement a ensemencer des
cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses dans un flacon de culture.
Les cellules partagent alors le méme milieu de culture, le méme substrat et se font
compétition pour la surface disponible.583% Les deux types de cellules peuvent
étre ensemencés simultanément ou un type de cellules peut profiter d'une
période d'attachement et d'adaptation avant l'ensemencement du second

type.2-411 Les cellules sont donc en contact direct.

De nombreuses recherches ont été menées a l'aide de ces
cocultures afin de déterminer les effets de la présence d'un type cellulaire sur
l'autre et vice-versa. Ce modéle est essentiellement utilisé pour détecter les effets
de facteurs solubles sécrétés par les cellules, surtout ceux qui ont une trés courte
durée de vie. De par le contact direct des cellules, ce modéle permet également
d'étudier les mécanismes de communications intercellulaires qui sont

dépendants des contacts cellule-cellule.5

Ce modéle comporte de nombreux désavantages. D'une part,
dans I'étude des cellules vasculaires de vaisseaux de grand et moyen diameétre, la
pertinence de permettre un contact intercellulaire n'est pas évidente puisque cela
ne représente pas la situation in vive. D'autre part, les cellules musculaires lisses
étant beaucoup moins difficiles a cultiver que les cellules endothéliales, elles

prennent rapidement le dessus sur ces derniéres. Ceci confére une grande



instabilité au modele qui n'est utilisé que pour des expériences de courte durée
(<48 h). Par ailleurs, il est possible de déterminer la prolifération d'une
population donnée, en inhibant la division cellulaire de l'autre population. Pour
ce faire, la mitomycine a été utilisée, mais son emploi pourrait influencer les
résultats obtenus. De plus, un compte cellulaire nécessite une évaluation
différentielle alors que la récupération d'une population donnée est complexe et
implique, par exemple, des étapes de séparation telles un immunomarquage suivi

d'un passage au fluorocytomeétre en flux.3.11

Parmi les autres problémes que comporte ce modéle,
mentionnons aussi le non-respect de la répartition physique et des proportions
des types cellulaires ainsi que l'absence de matrice extracellulaire adéquate dont

l'importance pour les cellules endothéliales a été abordée plus tét.

1.4.2 Milieux conditionnés

Ceux-ci ne constituent pas vraiment un modéle de coculture
mais soulévent le probléme de la séparation physique des types cellulaires. Un
milieu conditionné est un milieu ayant baigné un type cellulaire donné pendant
une période de temps donnée. Celui-ci contient donc les facteurs solubles
produits et relargués par le type cellulaire choisi. Ce milieu est ensuite utilisé
pour cultiver un second type cellulaire et il est ainsi possible d'observer les
influences d'un type cellulaire sur un autre en ce qui & trait aux facteurs
solubles.3.8:397

Le principal probléme que pose ce genre de modéle, outre la
possibilité d'un facteur & demi vie trés courte, est que la population de cellules
conditionnant le milieu ne subit pas l'influence du second type cellulaire. Ainsi,

il a été démontré que certains facteurs sont sécrétés sous forme inactive et sont



activées présence du second type cellulaire.? Dans le cas ot ce produit activé
aurait un effet rétroactif sur la premiére population, cet effet n'est jamais
observable. Ce probléme est résolu en cultivant des cellules céte a cdte, dans un
milieu commun, mais sans permettre de contact cellulaire. Evidemment, de
nombreux désavantages persistent dont le non-respect de la répartition physique
et des proportions des types cellulaires ainsi que I'absence de matrice

extracellulaire adéquate.397

1.4.3 Cultures sur microbilles («microcarrier beads»)

La culture sur ces petites billes de substrats, analogues a ceux des
flacons de culture, vise également a permettre la séparation des populations et a
minimiser les contacts intercellulaires. Le modéle utilisé consiste a cultiver des
cellules endothéliales sur des microbilles que lI'on dépose dans des puits
contenant des cultures de cellules musculaires lisses.6155 Malheureusement, ce
modeéle n'élimine pas les possibilités de contact entre les espéces, bien qu'il les
réduise. Il est néanmoins envisageable que des cellules endothéliales puissent se
décrocher des billes et se retrouver parmi les cellules musculaires lisses, ou que
des cellules musculaires lisses migrent sur une bille déposée sur le fond du puits.

De plus, tous les problémes mentionnés dans le paragraphe précédant persistent.

1.4.4 Utilisation de microfiltres

La compagnie Millipore Corp. (Bedford, MA) produit une
chambre de culture appelée Millicell. Il s’agit d'un puits de plastique dont le fond
est constitué d'un microfiltre de cellulose dont les pores sont de 0.45 pm. La
Millicell s'insére avec précision dans un puits plus grand de fagon a ce que son
fond soit a environ 2mM de celui du puits. Dans le modéle vasculaire, des



cellules endothéliales sont ensemencées dans la Millicell et des cellule:
musculaires lisses sont cultivées dans le fond du puits de la plaque.3.11 Les dew
milieux ne sont en contact que par les pores de 0.45 um situés sous les cellules
endothéliales. Ainsi, les milieux baignant les cellules endothéliales et les cellules
musculaires lisses peuvent étre prélevés et analysés séparément, et des
expériences de transport d'un milieu a l'autre peuvent étre effectuées
(perméabilité de l'endothélium). II existe d'autres types de chambres qui

fonctionnent selon le méme principe.5.165

Ce modéle posséde donc de nombreux avantages: séparation et
récupération facilitées des cellules et des milieux de culture, possibilité d'études de
facteurs solubles, mais surtout, bonne répartition physique des cellules. Celle-ci
permet d'évaluer les proportions cellulaires et les fonctions de transport de
I'endothélium. Par contre, la question de la matrice extracellulaire, qui peut
influencer les phénotypes cellulaires, n'est pas résolue, bien que certaines équipes
recouvrent leurs filtres de collagéne et autres molécules d'adhésion.3165 De plus,
les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses sont relativement
éloignées les unes des autres par rapport a la situation retrouvée in vivo. Cela
pourrait avoir une certaine importance dans I'évaluation de la production de
facteurs solubles efficaces a trés courtes distances (ayant une demie vie trés courte

ou nécessitant un gradient de concentration élevé).

C'est ce probléme qu'ont résolu Weber et son équipe, en 1986,
en cultivant des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses sur les
cOtés opposés d'un microfiltre de polycarbonate d'une épaisseur d'a peine 10
pum.13 Tout en conservant les cellules séparées, ce modele leur offre une trés
grande proximité. Reste, bien siir, le probléme de la matrice extracellulaire et de
lI'impossibilité de permettre la migration des cellules musculaires lisses a travers
les cellules endothéliales pour étudier des phénomeénes tels 'athérosclérogénése.



tn

1.4.5 Gels de collagenes

La différence entre une culture in vitro et un tissu in vivo se
situe principalement au niveau de la matrice extracellulaire. En effet, in vivo, les
cellules sont en contact avec une matrice extracellulaire complexe de par sa nature
et son organisation. In vitro, les cellules sont déposées directement sur du
plastique ou sur des protéines adsorbées sur celui-ci. De plus, Les cellules du
mésenchyme in vivo sont complétement enveloppées par la matrice
extracellulaire alors qu'in vitro, elles se retrouvent sur la matrice. La technologie
des gels de collagénes permet d'apporter une solution partielle 4 ces problémes.
Ces gels sont produits par la neutralisation d'une solution de collagéne fibrillaire
(types I, I ou III) solubilisé dans l'acide dilué. Il s'ensuit la précipitation du
collagéne, sa polymérisation en fibres et la formation d'une matrice peu dense de
collagéne hydraté. Au cours de la manipulation, des cellules peuvent étre
ajoutées dans le collagéne neutralisé, avant la polymérisation du collagéne, pour

produire des équivalents tissulaires.398.399

En 1986, van Buul-Wortelboer et son équipe mettent au point
un modele de parois vasculaires utilisant des cellules humaines et du collagéne
de type III de peau de veau utilisé comme matrice extracellulaire.l? Dans ce
modéle, des cellules musculaires lisses sont ensemencées et cultivées sur un gel
de collagéne puis recouvertes d'un second gel de collagéne sur lequel seront
ensemencées des cellules endothéliales. Ce modéle constitue une bonne
imitation de la situation in vivo car il fournit une matrice extracellulaire
naturelle et respecte la distribution tridimensionnelle des types cellulaires. De
plus, il permet la récupération sélective des cellules par digestions des

enzymatiques appropriées.

Certains problémes persistent toujours. En effet, les milieux

extracellulaires apical et basal ne peuvent pas étre récupérés séparément. Ceci sera
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résolu par le modéle de Navab et ses collaborateurs en 1988.10 En effet, ce modéle
est comparable a celui décrit plus haut mais il est construit sur un microfiltre de
polycarbonate et inséré dans un support permettant de séparer les milieux

supérieurs et inférieurs.

Le groupe de van Buul-Wortelboer précise que son modele
n'est stable que 10 jours tandis que Navab, dont les expériences sont de courte
durée, ne le précise pas. Le probléme d'instabilité provient du fait que les cellules
musculaires lisses semblent détruire la matrice de collagéne, probablement en
sécrétant des collagénases lors de la culture in vitro.400 Ces deux modéles restent,
malgré tout, trés complets et s'approchent de la situation retrouvée in vivo.
Néanmoins, certaines améliorations peuvent encore étre apportées. Notons,
entre autres, que la matrice extracellulaire fournie par le gel de collagéne n'est pas
aussi complexe que celle observée in vive. En effet, celle-ci ne contient pas de
collagénes non-fibrillaires, surtout de type IV, ni d'élastine, de protéoglycans, de

laminine, etc.28.401,402

Avec l'avénement des modéles tridimensionnels, grice
principalement a la technique des gels de collageénes, la modélisation de la paroi
vasculaire est devenue presque compiéte. Cependant, une derniére caractéristique
manque encore i ces modéles: la forme tubulaire. A premidre vue, cette
caractéristique peut paraitre superflue pour un modéle vasculaire in vitro.
Néanmoins, la forme tubulaire est préférable pour des expériences qui concernent
I'hémodynamique. Ceci dit, des modéles tridimensionnels plan ont déja été
utilisés pour des études hémodynamiques.403 Alors, les difficultés associées a la
production in vitro d'un équivalent vasculaire tubulaire valent-elles les
avantages que peuvent offrir un tel modéle? Peut-étre que non. Par contre, du
point de vue de l'ingénierie tissulaire vasculaire, visant une application clinique,
l'obtention d'un équivalent tubulaire est essentiel pour la production d'une
prothése vasculaire. Au cours du prochain chapitre, nous verrons comment

certaines équipes ont répondu a cette question.



1.5 Les protheses vasculaires

1.5.1 Prothéses synthétiques

Depuis ['utilisation des premiéres prothéses artérielle:

artificielles chez I'humain par Blakemore et Voorhees, en 1954, les matériaw
synthétiques se sont rapidement succédés.4%4 Avec I'avénement du Dacron®, du

Téflon® et finalement, en 1974, du ePTFE («expanded» polytétrafluoroéthyléne)
il est devenu évident que les prothéses synthétiques ne donnent de bons résultat:
que lors du remplacement de vaisseaux de diameétres importants et, jusqu'a ur
certain point, pour celui des vaisseaux de diameétres moyens.17-19405 Ainsi
malgré plus de 30 ans d'excellente recherche dans le domaine des biomatériaux, il
n'existe toujours pas de matériel complétement hémocompatible qui permettrail
de produire des prothéses vasculaires pour le remplacement de vaisseaux de

faibles diamétres (diameétre inférieur 3 5 mM).

En effet, aucun biomatériau n'est capable d'inhiber
complétement l'adsorption des protéines plasmatiques, notamment du
fibrinogéne, qui entrainent les interactions avec les plaquettes sanguines.50 Il en
résulte une activation plaquettaire chronique qui entraine la déposition
progressive de fibrine sur la paroi de la prothése.406 Cela engendre un
rétrécissement de la lumiere du vaisseau, d'autant plus important que le diamétre
de la prothése est faible. Si ce rétrécissement est significatif, il obstrue le flot
sanguin, favorisant d'autant plus l'activation plaquettaire. C'est pourquoi les
vaisseaux de faibles diameétres présentent une faible perméabilité au cours des 30
premiers jours post-implantation, alors que ce n'est pas le cas avec les prothéses
de plus gros diamétres. De plus, les prothéses de faibles diamétres sont exposées a

des flots plutdt faibles, ce qui favorise également l'activation plaquettaire.
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A plus long terme, les prothdses de faibles diamétres, tout
comme celles de plus gros diamétres, peuvent développer une hyperplasie
intimale.407 Cette prolifération excessive des cellules musculaires lisses produit
une protubérance dans la lumiére artérielle, au niveau de I'anastomose. En
interférant avec le flot sanguin, l'hyperplasie intimale stimule l'activation
plaquettaire qui, elle méme, favorise la progression de la lésion en fournissant des
facteurs de croissance aux cellules musculaires lisses. Le rétrécissement de la
lumiére finit par causer une thrombose qui peut entrainer l'obstruction de la
prothése. Encore une fois, ce phénoméne est d'évolution plus rapide dans les
prothéses de faibles diameétres puisque la marge de manoeuvre y est moins grande
que dans les prothéses de plus gros diameétres. Les causes de l'hyperplasie
intimale sont multiples.407-409 Néanmoins, la dégranulation des plaquettes au
contact du biomatériau constitue certainement une source importante de facteurs
de croissance pour les cellules musculaires lisses (PDGF, TGF-B, EGF, etc.).50.213 De
plus, la réaction inflammatoire produite par le biomatériau attire les neutrophiles
et les macrophages, qui eux-mémes sécrétent de nombreux facteurs mitogéniques
pour les cellules musculaires lisses.3¢ Enfin, les propriétés mécaniques différentes
du biomatériau et de l'artére humaine produisent une zone de perturbations
biomécaniques au site de I'anastomose.410-412 Qr, la stimulation mécanique des
cellules musculaires lisses peut également provoquer leur prolifération 226.413
Ainsi, tant et aussi longtemps que les biomatériaux ne seront pas complétement
inertes, il est peu probable qu'ils puissent constituer des prothéses de faibles

diameétres présentant des taux de perméabilité satisfaisants.

1.5.2 Modifications de surface

En réponse a la réactivité persistante des biomatériaux,
plusieurs équipes ont changé leur fusil d'épaule et ont développé des approches
visant & rendre les prothéses synthétiques plus «biologiques». Cette stratégie vise



a camoufler le biomatériau derriére un masque biologique dans le but de tromp:
l'organisme et d'éviter les réactions plaquettaires et inflammatoires. Dans u
premier temps, des prothéses de faibles diameétres ont été recouvertes de protéin
pacificatrices comme l'albumine, la gélatine ou le collagéne. Scientifiquement,

s'agit de saturer la prothése avec des protéines dépouvues de séquence RGD afi
de limiter l'adsorption du fibrinogéne, riche en séquence RGD. En effet, c'est a |
séquence RGD que se lie le récepteur plaquettaire GP IIb/Illa. De plus, la densit
de fibrinogéne adsorbé sur une surface a ét€é démontrée comme étar
proportionnelle & I'adhésion plaquettaire sur cette derniére.414¢ Mais en réalité, 1
principal objectif de l'ajout d'une couche protéique est de limiter la porosité de
prothéses vasculaires. En effet, une prothése non poreuse a l'avantage de ne pa
nécessiter une étape de pré-coagulation, de diminuer le temps opératoire et d
limiter les pertes sanguines; trois caractéristiques importantes pour les chirurgien

vasculaires.

Afin d'immobiliser ces diverses protéines, plusieurs méthode:
ont été développées. Une méthode classique utilise le pouvoir polymérisant de:
aldéhydes (glutaraldéhyde ou formaldéhyde) afin de fixer les protéines.415-42
Cette méthode trés utilisée est trés efficace mais peut induire une certaine toxicite
cellulaire #2424 De nombreuses autres méthodes chimiques d'immobilisatior
ont également été mises au point telles que la polymérisation a l'aide de
carbodiimide ou d'isocyanate, Il'alkylation avec des résidus Cjg, Ia
photo-activation, la décharge de plasma, I'application d'une fine couche polymére
ayant une forte affinité pour la protéine a immobiliser, ou simplement une
imprégnation en milieu aqueux suivie d'une dénaturation a l'autoclave.417.425-432
Dans presque tous les cas, la porosité des prothéses au moment de l'implantation
a été nulle, répondant bien aux besoins pratiques du chirurgien. Du point de vue
de l'adhésion plaquettaire, quelques études menées in vitro ont démoniré une
diminution de la thrombogénicité suite a l'ajout de protéines
pacificatrices.430.433.434 Cependant, ces résultats obtenus apreés de courtes périodes

d'exposition in vitro ne sont pas nécessairement représentatifs des résultats qui



seront observés in vivo. En fait, la plupart des études animales a plus ou moins
long terme n'ont pas démontré d'effets positifs du recouvrement protéique sur la
thrombogénicité des prothéses.429.433435436 Notons ici que la grande variabilité
dans la méthode et la nature du recouvrement protéique rend une comparaison
entre les différentes études difficile, pour ne pas dire hasardeuse. Il est néanmoins
possible de conclure que le recouvrement protéique ne nuit pas aux performances
des prothéses vasculaires. C'est d'ailleurs ce type de conclusions que présentent la

majorité des études menées chez 'humain.437.438

Toutefois, la polymérisation excessive des protéines
immobilisées peut entrainer des effets négatifs. En effet, le recouvrement
protéique est biodégradé in vivoe au cours d'une période allant de 2 semaines a
plus de 6 mois, en fonction du degré de polymérisation.429:436 439,440 Dans le cas
d'une polymérisation trés forte, la résorption retardée de la couche protéique
retarde I'incorporation de la prothése dans les tissus environnants, ce qui peut
sérieusement mettre en péril la survie du greffon.418:419.439.441 Par contre, une
forte polymérisation semble conférer une certaine antithrobogénicité a la
prothése.43?  Ainsi, il semble qu'un équilibre soit nécessaire, entre une
polymérisation forte conférant un avantage antithrobogénique initial, d'une part,
et une polymérisation faible favorisant les processus de «guérison» et

d'incorporation du greffon, d'autre part.

Dotées de toutes ces nouvelles techniques d'immobilisation
protéique, certaines équipes ont vu la une occasion de donner un réle non plus
passif, mais actif, aux protéines fixées. Dans toutes les approches qui seront
mentionnées ici, la difficulté est de réussir a fixer la molécule d'intérét
suffisamment solidement pour qu'elle ne soit pas solubilisée en quelques heures,
mais ce, sans que celle-ci ne perde son activité biologique ou ne devienne
inaccessible aux cellules visées. Par exemple, afin de combattre les infections des
prothéses synthétiques, un événement assez rare mais aux conséquences

désastreuses, des chercheurs ont fixé, avec succes, différents antibiotiques aux



biomatériaux synthétiques.#42446 ] est 2 noter que méme les protéine:
pacificatrices seules conférent aux matériaux synthétiques une certaine résistance
a l'infection bactérienne.#47 Certaines équipes ont également cherché i donne:
une activité anticoagulante aux prothéses synthétiques de faibles diameétres en y
greffant des protéines ayant une activité biologique appropriée.448.449 Ainsi,
I'héparine, pour ses propriétés anticoagulantes, et 'urokinase, pour ses propriétés
fibrinolytiques, ont été liées a des prothéses vasculaires synthétiques.450453 Enfin,
des facteurs de croissance ont été fixés sur des biomatériaux dans l'espoir de
favoriser I'adhésion, la migration ou la croissance de cellules endothéliales sur les
parois des prothéses synthétiques.454457 Notons que, pour l'instant, toutes ces

approches restent encore purement expérimentales.

1.5.3 Endothélialisation

Dans la demiére section, nous avons vu comment la recherche
dans le domaine des prothéses vasculaires est passée d'une approche visant a
produire des biomatériaux synthétiques complétement inertes a une approche qui
tente de composer avec les inévitables réactions biologiques face aux
biomatériaux. Il en ressort que le probléme fondamental des prothéses
synthétiques de faibles diameétre est la thrombose. Or, la surface hémocompatible
par excellence reste une monocouche de cellules endothéliales qui possédent une
batterie de systémes coordonnés visant & contrler l'adhésion et l'activation
plaquettaire.l40  Avec l'avénement de la culture des cellules endothéliales
humaines, au début des années 70, l'idée d'ensemencer un endothélium sur la
surface interne d'une prothése synthétique n'a pas tardé a faire surface.45® Vers la
fin de cette décennie, les premiéres expériences animales d'endothélialisation de
prothéses synthétiques donnaient déja des résultats encourageants.45? Stimulées
par ces résultats prometteurs, d'autres études animales sont venues confirmer les
bienfaits de l'endothélialisation.460-463



En 1984, les premiéres prothéses synthétiques endothélialisées
avec des cellules autologues ont été implantées chez I'humain. Malgré les
résultats positifs obtenus chez I'animal, I'endothélialisation chez 'humain donna
des résultats plutdt décevants.464¢ Depuis, d'autres études cliniques ont été menées
et certains résultats obtenus semblent encourageants.465467 Cependant, ces
résultats sont souvent a peine significatifs et ne semblent pas reproductibles.468469
Il faut noter ici que ces études menées chez 'humain sont ardues étant donné le
faible nombre de patients traités et 1'impossibilité d'observer le développement de
I'endothélium.  Des méthodes indirectes ont donc été utilisées tel que

I'évaluation d'indices de thrombogénicité et de déposition plaquettaire.

Mais comment expliquer cette différence entre les expériences
animales et humaines? Probablement par la différence fondamentale entre le
mode de guérison des prothéses synthétiques chez I'humain et chez les autres
espéces.#70471 En effet, chez 'humain, il se forme une pseudo-intima composée
principalement d'une couche dense de fibrine, tandis que chez l'animal, il se
forme une néo-intima contenant des cellules musculaires lisses. Chez 'humain,
les cellules endothéliales ne migrent pas a plus de quelques millimetres du site de
l'anastomose alors que, chez l'animal, les cellules endothéliales recouvrent
entiérement l'intérieur des prothéses synthétiques, plus ou moins rapidement
selon les espéces.471472 Ajnsi, la tendance a l'endothélialisation spontanée
observée chez l'animal peut expliquer, en partie, les différences observées. Bien
sir, la situation n'est pas aussi simple car, non seulement les capacités
d’'endothélialisation spontanée varient significativement entre les espéces
animales, mais il a été démontré que I'endothélialisation spontanée chez
I'humain est possible dans certains cas.4’3 Dans ce cas, il s'agirait probablement
d'une endothélialisation par des cellules provenant de la circulation sanguine tel
que démontré chez le chien.474 [l semble clairement, néanmoins, que ce ne soit
pas la régle générale. Enfin, les différences observées entre humain et animal
peuvent également provenir de la différence qui existe entre les cellules

endothéliales elles-mémes, tel que cela est observé in vitro. En effet, les cellules



endothéliales humaines en culture sont beaucoup plus sensibles que les cellules
de la plupart des autres espéces animales, tant pour leurs exigences en facteur de
croissance que pour leurs substrats de culture ou leurs densité cellulaire a

I'ensemencement. Ainsi, cette sensibilité pourrait également se refléter in vivo.

Aprées 15 ans de recherche dans le domaine de
I'endothélialisation des prothéses vasculaires synthétiques, I'utilisation clinique
de cette technique ne paraissait donc pas fournir les avantages escomptés.104 1[I
faut dire que, du point de vue du biologiste cellulaire, les méthodes
d'ensemencement utilisées jusque Ia ne donnaient pas beaucoup de chances aux
cellules endothéliales. En effet, les premiéres expériences ont été menées en une
seule étape, c'est-a-dire que les cellules endothéliales ont été prélevées de la veine
donneuse et ensemencées dans la prothése au cours de la méme intervention
chirurgicale. Ceci implique deux choses. Premiérement, les cellules ensemencées
n'ont pas été cultivées in vitro, donc elles ne sont pas en nombre suffisant pour
assurer un endothélium confluent au moment de I'ensemencement puisque: i) le
vaisseau donneur est plus court que la prothése et ii) I'extraction cellulaire est
incompléte et entraine une mortalité importante méme en utilisant une méthode
enzymatique (plus douce que les méthodes mécaniques).106 Deuxiémement, les
cellules ensemencées n'ont qu'au plus 90 minutes pour adhérer a leur substrat.
Ainsi, lorsque le flot sanguin est rétabli, les cellules endothéliales ne sont pas
confluentes et n'ont pas eu le temps d'établir des liens bien organisés avec la

prothese.475

Au début des années 90, les chercheurs dans le domaine des
prothéses vasculaires sont devenus beaucoup plus sensibles aux besoins des
cellules vasculaires, et surtout, endothéliales. L'équipe de Zilla utilise une
technique qui fournit aux cellules endothéliales plusieurs des conditions
favorables a I'établissement d'un endothélium vasculaire organisé.476 En effet,
les cellules endothéliales sont cultivées in vitro afin d'en obtenir un nombre

suffisant pour ensemencer la prothése synthétique a une forte densité cellulaire.



De plus, la prothése utilisée est traitée avec une colle biologique qui fournit un
substrat naturel aux cellules endothéliales. Enfin, les cellules sont cultivées dans
la prothése pendant environ 10 jours afin de permettre la confluence, une
adhésion compléte et l'organisation du cytosquelette cellulaire.l08  Cette
méthodologie a produit de trés bons résultats lors des essais cliniques avec des
taux de perméabilité a 3 ans en position femoropoplitée de 85%, dans le cas de
prothéses ensemencées de 6 mM, versus 55% dans le cas de prothéses non
traitées.4”7 De plus cette technique a permis d'établir un endothélium confluent
in vivo dans le cas d'un greffon synthétique mesosystémique en «H».478 Un
autre groupe, utilisant une technique semblable, a également obtenu des résultats
positifs chez I'humain, au niveau de la jambe.4’? Ainsi, il semble que

I'endothélialisation des prothéses synthétiques soit sur la bonne voie.

En terminant cette section, mentionnons que certains aspects de
I'endothélialisation peuvent étre optimisés afin d'augmenter les performances de
cette technique. Par exemple, il semblerait logique, qu'au cours de la période de
culture, un pré-conditionnement des cellules endothéliales, a l'aide de forces de
cisaillement («shear stress»), puisse augmenter leur résistance au flot lors du
rétablissement de la circulation sanguine. En effet, cette approche semble donner
de bons résultats in vitro.480 Par ailleurs, il semble évident que la réaction
inflammatoire qu'entrainent les biomatériaux et le traumatisme de la greffe nuit
a la persistance des cellules endothéliales in vivo.481 Ainsi, il serait peut-étre
intéressant d'utiliser une forme d'immunosuppression transitoire afin de

favoriser la survie de l'endothélium.



1.5.4 Protheses partiellement biologiques

1.5.4.1 Tissus xénogéniques et allogéniques

Lors de l'obstruction d'une artére de faible diameétre, le
chirurgien greffe préférentiellement une veine ou une artére autologue, surtout
si le pontage se situe en dessous du genou.82-48¢ En absence de vaisseaux
autologues greffables, I'implantation d'une prothése synthétique est obligatoire,
méme si sa perméabilité est faible dans des situations de flot réduit et de pression
élevée.17-19  Afin d'offrir une alternative a I'implantation d'une prothése
synthétique de faible diameétre, plusieurs équipes se sont tournées vers
l'utilisation possible de vaisseaux humains allogéniques ainsi que de vaisseaux

animaux {xénogéniques).

Les premiéres tentatives d'utilisation, chez l'animal, de
vaisseaux humains non traités (xénogreffes), tel que la veine ombilicale, se sont
soldées par un échec attribuable & un rejet qui entraine la thrombose ou la
formation d'anévrismes.485 Aussi, diverses méthodes de fixation ont été
développées afin de réduire l'immunogénicité des xénogreffes vasculaires. La
plupart d'entre elles visent a détruire les protéines membranaires cellulaires,
responsables du rejet, par le biais d'un agent polymérisateur puissant tel que les
aldéhydes ou les époxy.486 Cependant, la matrice extracellulaire semble également
contenir un fort pouvoir immunogeéne puisqu'un traitement avec un détergent
puissant, qui dissout toutes les structures cellulaires, ne réussit pas a empécher le

rejet de vaisseaux xénogéniques.392

L'animal est une source accessible et peu cofiteuse de tissus de
toutes natures. Dans le domaine vasculaire, ce sont les artéres d'origine bovine
qui ont été abondamment utilisées comme matériel de base pour produire des

greffons vasculaires xénogéniques modifiés par polymérisation. Les premiers
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essais faits avec ce type de greffe ont révélé une forte tendance au développement
d'anévrismes aprés 2 ans d'implantation.487.488 Dans le but de résoudre ce
probléme, l'artére a été polymérisée a l'aide d'un agent plus puissant: le
glutaraldéhyde plutdt que le dialdéhyde.48? Cette nouvelle fixation semble avoir
donné de bons résultats car elle a diminué la susceptibilité de la prothése a se
biodégrader tout en diminuant sa thrombogénicité. Cette derniére propriété lui
est probablement conférée par la charge négative que lui transmet la méthode de
fixation. Cette charge correspond i celle de la paroi vasculaire normale et a déja
été identifife comme étant un facteur important dans les phénoménes de

coagulation.490

Au cours des derniéres années plusieurs prothéses produites a
partir de vaisseaux bovins ont été développées par diverses compagnies privées.
Voici un apergu de quelques unes de ces prothéses et des résultats préliminaires
qui les caractérisent. La prothése Bioflow, produite par Bio-Vascular Inc., est une
artére thoracique interne, d'origine bovine, fixée a la dialdéhyde. Cette prothése a
présenté une forte tendance a la thrombose précoce au cours des essais in vivo,
chez le chien, ainsi que lors des essais cliniques, en position coronarienne.#91-4%4
De plus, celle-ci semble rapidement montrer des signes de dilatation anévrismale,
tel quobservé dans les années 70 pour des prothéses fixées a l'aide de
dialdéhyde.487.488,492 Ainsi, ['utilisation de cette prothése a été conseillée dans des
cas de pontages coronariens d'urgence seulement, lorsqu'aucun vaisseau
autologue n'est disponible.495 Cependant, d'autres prothéses bioartificielles

présentent de meilleures performances.492

La prothése vasculaire Biopolymeric, produite par St.-Jude
Medical Inc., est une artére carotide bovine fixée a la glutaraldéhyde et renforcée
par un treillis de Dacron®. Les premiers essais cliniques chez I'humain montrent
des taux de perméabilité satisfaisants, au niveau des jambes, car supérieurs a ceux
obtenus avec des prothéses entiérement synthétiques.4964%7 De plus, aucun signe

de développement d'anévrisme n'a été identifi€ aprés 2 ans, chez 'humain, et



6 mois, chez le chien.496.498 Par contre, cette prothése a présenté un taux
d'infection relativement élevé dans un contexte clinique (6%).4% Des résultats a
plus long terme, chez I'humain, sont nécessaires avant de pouvoir juger du réel

potentiel de cette prothése vasculaire de faible diamétre.

Enfin, la prothése Denaflex, produite par Baxter Healthcare Co.,
est une artére bovine fixée avec des polyépoxy et a laquelle de I'héparine a été liée
ioniquement a la surface luminale. L'addition d'héparine a la prothése a
diminué les dépoéts de fibrinogéne a sa surface tel que déterminé dans un systéme
de circulation extracorporelle chez le chien.49? Cependant, cette diminution ne
s'est pas reflétée dans I'adhésion plaquettaire. De plus, ce traitement n'a pas
rendu cette prothése moins thrombogénique que la prothése Bioflow. Par
ailleurs, une étude in vitro a démontré que cette prothése active moins les
éléments du complément qu'une prothése contenant un biomatériau comme la
prothése BioPolymeric.486 Lors d'essais in vivo, en position coronarienne chez le
chien, cette prothése a présenté un taux de perméabilité supérieur a 6 mois, mais
non significativement, a celui de la prothése Bioflow: 44+13% et 12+11%
respectivement (P=0.56). Parmi les greffons explantés a 6 mois ou a 1 an, les
prothéses Denaflex ont présenté des signes de dégénération mineure et une
surface luminale lisse, alors que la seule prothése Bioflow perméable a 6 mois ou
plus était couverte de thrombi et présentait des signes de dégradation plus
avancés, ainsi que de dilatation. Ces résultats semblent trés prometteurs mais il
faudra attendre une étude plus vaste afin de confirmer la supériorité de cette
greffe et le bien-fondé de procéder A des essais chez I'humain. De plus, des
résultats positifs obtenus in vivo par une équipe indépendante de Baxter

Healthcare Co. seraient également souhaitables.



1.5.4.2 Tissus allogéniques

Outres les tissus animaux fixés, les tissus allogéniques humains
ont également stimulé la recherche dans le domaine des prothéses vasculaires.
En effet, nous savons que les meilleurs taux de perméabilité de pontages
fémoropoplités sont obtenus avec des autogreffes de veines saphénes.!8 Mais
quen est-il des allogreffes de veines saphénes? Les premiers essais dans le
domaine ont rapidement démontré que les allogreffes artérielles, fraiches,
congelées, ou lyophilisées, avaient une forte propension a 'anévrisme, tandis que
les allogreffes veineuses présentaient plutdt des tendances a la thrombose.333-503
De plus, il est devenu assez évident que la compatibilité entre le donneur et le
receveur est un parametre crucial pour la réussite de greffes veineuses.504.505 De
nos jours, nous savons que les cellules endothéliales jouent un réle trés
important dans le rejet de greffe et que, méme en utilisant des traitements
immunosuppresseurs agressifs, les greffes vasculaires allogéniques entre

individus incompatibles sont vouées a 1'échec.506-508

L'utilisation de méthodes de conservation cryogéniques de
vaisseaux allogéniques a suscité beaucoup d'espoir car elle a semblé pouvoir
diminuer considérablement les réactions de rejet associées a ce type de
greffon.509.510 Le mécanisme de ce phénomeéne semble reposer sur la destruction
totale ou partielle des cellules endothéliales du greffon, ce qui en diminue
I'antigénicité.5}1 Cependant, ceci se produit évidemment au détriment du
caractére antithrombogénique du vaisseau.51? Avec les nouvelles techniques de
congélation cellulaire, une certaine intégrité des cellules endothéliales et des
cellules musculaires lisses peut étre observée aprés décongélation.513-515 Par
contre, il n'est pas évident que la survie cellulaire dans les greffons allogéniques
soit un avantage en ce qui concerne la durabilité de ces greffons in vivo.316 Les
premiers essais cliniques chez I'humain ont donné des résultats plutdt décevants
avec des taux de perméabilité de 33% & 20 mois et de moins de 50% a 10

mois.517,518 En 1992, De Leersnijder et collaborateurs ont présenté des résultats
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cliniques a long terme de 100 greffes vasculaires en position fémorale distale.519
Cette étude a démontré un excellent taux de perméabilité (42% a 7 ans) en
utilisant des veines saphénes allogéniques, enlevées pour des problémes de
varices, et conservées a 4°C. Ces trés bons résultats sont malheureusement
associés & un taux d'anévrisme inacceptable de 12%. Par ailleurs, van Reedt
Dortland et collaborateurs ont également publié les résultats a long terme de
I'implantation de greffes veineuses allogéniques chez I'humain.520 Un trés bon
taux de perméabilité cumulatif de 53%, aprés 5 ans, a été observé pour des greffons
en position fémoropoplitée et infrapoplitée. Cependant, cette bonne perméabilité
s'est également vue associée a un taux d'anévrisme extrémement élevé de 18% a
3 ans et de 58% a 5 ans. Récemment, une étude clinique limitée, et a court terme,
a confirmé que les allogreffes vasculaires humaines, dans ce cas des artéres
congelées, présentent une forte propension a la thrombose précoce en plus d'étre
susceptibles aux dilatations anévrismales.52! Pour linstant, il semble que
l'utilisation des greffons vasculaires allogéniques soient plus pertinente dans le
cas de reconstructions urgentes ou temporaires plutét que dans le cas de greffes
vasculaires a long terme.522523  Enfin, les performances de ces greffons
allogéniques, non traités chimiquement, sont nettement améliorées par
l'utilisation d'immunosuppresseurs.30552455 Ceci indique bien qu'il s'agit
véritablement d'une transplantation avec toutes les considérations

immunologiques et les dangers de transmission virale que cela implique.

Le cordon ombilical est certainement la source la plus
importante de vaisseaux sanguins humains. I n'est donc pas surprenant
d'apprendre que la veine du cordon ombilical a été utilisée pour produire des
prothéses vasculaires de faibles diameétres. Puisqu'il s'agit d'une allogreffe,
I'implantation de celle-ci, sans traitements chimiques préalables, conduit & des
taux d'anévrisme élevés ainsi qu'a d'autres complications.485 Largement inspiré
des travaux traitant de la fixation des vaisseaux bovins, Dardik et collaborateurs
ont produit une prothése vasculaire en polymérisant la veine ombilicale avec du

glutaraldéhyde.526 Cette prothése a également été renforcée d'un treillis extérieur
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de polyester. Diverses études ont confirmé que cette bioprothése était
mécaniquement résistante et stable, in vitro, tout en étant immunologiquement
peu réactive.527 Vers la fin des années 80, Dardik et collaborateurs publient de trés
bons résultats cliniques a long terme de reconstructions vasculaires distales dans
les extrémités inférieures.527.528 Par exemple, les auteurs ont observé des taux de
perméabilité de 50% a 6 ans pour des greffes poplitées sous le genou; des résultats
tout & fait comparables A ceux obtenus avec des veines saphénes autologues.’27
Toutefois, I'enthousiasme soulevé par ces résultats a été pondéré par des taux de
dilatations et d'anévrismes trés élevés, dépassants 20%, surtout aprés la
cinquiéme année d'implantation.528529 Par ailleurs, Guidouin et collaborateurs
ont mené une étude histopathologique post-implantation attentive de ce type de
greffon et ont observé des signes de dégradation, une grande fragilité et une

propension a la colonisation bactérienne lors d'infections.530

De nos jours, la production des prothéses de veine de cordon
ombilical n'est plus faite a la main. Celles-ci sont le résultat d'un protocole de
préparation et de fixation trés rigoureux, contrélé par ordinateur.##5 Le produit
final est donc de meilleur qualité et d'une grande reproductibilité au point de vue
de son épaisseur et de l'uniformité de sa surface luminale; deux caractéristiques
critiquées des prothéses ombilicales antérieures.330 Ce sont des résultats cliniques
obtenus, en partie, avec cette prothése améliorée que Dardik et son équipe ont
publiés récemment.531 Cette étude présente un trés bon taux de perméabilité de
65% a 5 ans pour des greffes poplitées, marquant ainsi une légére amélioration par
rapport aux résultats publiés 10 ans plus tot. Cette amélioration peut étre le reflet
des nouvelles caractéristiques de la prothése tout autant que celui des
changements survenus dans le domaine des techniques chirurgicales, du suivi
des patients et des indications menant a la greffe vasculaire. Par ailleurs, les
auteurs rapportent un taux d'anévrismes véritables de moins de 1% a 5 ans et
insistent sur le fait que ces problémes ont été largement exagérés dans la
littérature. Ceci dit, rappelons que cette prothése avait montré une tendance a la

dilatation surtout aprés 5 ans.52? Notons également que méme l'équipe de Dardik
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a délaissé la prothése ombilicale au profit de la veine saphéne autologue au cours
des derniéres années.53!  Ainsi, malgré d'excellents résultats lors de
reconstructions vasculaires distales, la prothése ombilicale n'est plus que trés peu
utilisée de nos jours. En effet, les résultats a long terme nécessaires a la validation
de cette prothése, qui devraient provenir de plusieurs centres indépendants, ne

seront peut-étre jamais disponibles.

En conclusion, les différentes prothéses élaborées a partir de
tissu naturels xéno et allogéniques souffrent, tout comme les protheéses
synthétiques, d'une forte tendance a la thrombose précoce. De plus, leur nature
biologique les rendent susceptibles a la biodégradation et au développement
d'anévrismes; un défaut que ne présentent pas les greffons synthétiques. Cette
faiblesse mécanique a été fatale a l'utilisation des prothéses bioartificielles, car
cette caractéristique est trés importante pour le chirurgien vasculaire.
Néanmoins, ces prothéses pourraient éventuellement étre utilisées sélectivement

dans des cas ol1 la durée de vie anticipée de I'implantation est courte.

1.5.4.3 Méthode de Sparks

Vers la fin des années 60, Charles Sparks présente les résultats
d'une nouvelle technique particuliérement ingénieuse visant & produire une
prothése vasculaire autologue.532 Cette méthode confie au plus sophistiqué des
bioréacteurs le soin de produire la prothése: le corps humain. Pour ce faire, un
support tubulaire de silicone, entouré d'un treillis de Dacron®, est implanté sous
la peau du patient dans le but de former un tissu collagénique vivant,
intimement imbriqué dans la structure du treillis de polyester. Aprés une période
de maturation sous-cutanée d'environ 2 mois, I'implant est explanté et le treillis
de Dacron® est retiré de sur son support de silicone. Le produit final est alors
taillé a ses extrémités et directement greffé. Cette prothése est connue sous le nom
de «Sparks-Mandril». Cette approche fort astucieuse produit donc une prothése



synthétique recouverte de tissu humain, autologue, naturel et vivant. En théorie,
cette méthode peut produire un nombre illimité de vaisseaux autologues dans les

cas ou les veines ou artéres autologues ne sont pas disponibles.

Malheureusement, les premiers résultats cliniques ont été trés
décevants.>>3 En effet, cette prothése a montré un trés fort caractére
thrombogénique ce qui n'est pas surprenant si l'on considére que le collagéne est
un puissant agent agrégeant pour les plaquettes.53 De plus, ces tissus se sont
également révélés sensibles a la formation d'anévrisme dés la premiére année
d'implantation.?33 Des études cliniques de plus grande ampleur et & plus long
terme sont venues confirmer la tendance de cette prothése a la thrombose précoce
et 4 la dilatation.?35-538 De plus, les taux de perméabilité observés se sont révélés
nettement inférieurs a ceux obtenus avec des veines saphénes autologues. Ainsi,
l'opinion du monde médical a été unanime et a recommandé de limiter
l'utilisation de ce greffon a la greffe vasculaire d'accés pour I'hémodialyse dans
des cas particuliers.339-541 Ce greffon, qui était produit commercialement par

Edwards Laboratories, a été retiré du marché 2 la fin de 'année 1976.

En 1980, l'idée de Sparks a été reprise par Ketharanathan et
collaborateurs mais dans un contexte xénogénique.?#2 Cette nouvelle prothése est
produite essentiellement selon le protocole de Sparks mais chez le mouton. De
plus, elle est polymérisée au glutaraldéhyde pour en diminuer l'antigénicité,
enaugmenter sa résistance mécanique et la rendre moins thrombogénique.543
Cette prothése est commercialisée sous le nom d'Omniflow. Les études menées
chez I'animal montrent de bons résultats, surtout lorsque la prothése est utilisée
comme greffon veineux.#4.543 Cependant, cette prothése présente des signes de
biodégradation limitée, aprés 6 mois d'implantation.’## Par contre, aucun signe
d'anévrisme n'a été observé bien que cela ne soit pas révélateur puisque ces
études ont été de courtes durées (3 a 6 mois). Une récente étude clinique chez
l'homme rapporte un taux de perméabilité de 84% a 3 ans des reconstructions

vasculaires fémoropoplitées au-dessus du genou.’#é Cette étude est limitée (29
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patients) et d'autres données obtenues chez I'humain seront nécessaires afin de

juger de l'intérét de cette prothése.

Le principe avancé par Sparks était ingénieux et démontrait,
particulié¢rement pour l'époque, un profond souci de produire une prothése aux
caractéristiques biologiques et immunologiques permettant une véritable
intégration de la prothése dans les tissus du receveur. Cependant, le caractére
extrémement thrombogénique du collagéne natif a été sous-estimé et semble étre
trop prononcé pour permettre son utilisation en contact direct avec le sang. Si
Sparks avait développé son modéle de nos jours, il aurait peut-étre profité des
techniques d'ensemencement de cellules endothéliales pour réduire ce probiéme.
En ce qui concerne les problémes d'anévrismes, l'utilisation des treillis de
polyester produits actuellement aurait peut-étre éliminé cette faiblesse. Dans sa
forme actuelle (Omniflow), le concept de Sparks perd beaucoup de son intérét. En
effet, les avantages de cette prothése ovine, fixée au glutaraldéhyde, par rapport a
ceux des prothéses vasculaires dérivées de vaisseaux sanguins stabilisés, animaux

ou humains, sont loin d'étre évidents.

1.5.4.4 Weinberg et Bell

A la fin des années 70, Eugene Bell popularise la technique de
production d'équivalents tissulaires a I'aide de gel de collagéne (voir section
14.5.). 1 utilise d'abord cette technique pour produire des équivalents cutanés
dermo-épidermiques ol des kératinocytes reposent sur un gel de collagéne
contenant des fibroblastes.398:547.548 Puis, en 1986, Weinberg et Bell présentent le
premier modéle de vaisseau sanguin de forme tubulaire entiérement
biologique.14 L'ingénierie tissulaire vasculaire est née! Ce vaisseau est constitué
de collagéne (de peau de porc ou de tendon de queue de rat), de cellules
endothéliales, de cellules musculaires lisses, et de fibroblastes vasculaires bovins.

Dans ce modele, les cellules sont incluses dans des gels de collagéne en cylindres



concentriques formant, de I'extérieur vers l'intérieur, des équivalents d'adventice
(fibroblastes+collagéne), de média (cellules musculaires lisses+collagéne), et
d'endothélium (cellules endothéliales).

Dans l'article ol ce modele est présenté, les auteurs démontrent
avec élégance que celui-ci comporte un endothélium fonctionnel tant sur le plan
sécrétoire qu'au niveau de son rdle de barriére pour les macromolécules. De plus,
leur modéle ressemble a une artére de mammifére par son histologie et sa forme
tridimensionnelle. Ce projet est présenté, d'abord et avant tout, comme un
modeéle in vitro de vaisseau sanguin afin de permettre diverses études en
laboratoire. De ce point de vue, ce modéle constitue une imitation trés poussée
d'un vaisseau sanguin, ce qu'on pourrait appeler de I'angiogénése macroscopique.
Il semble également démontrer une bonne stabilité in vitro (aisément 36 jours en
culture sur un support, mais sans endothélium), présentant l'avantage

d'envisager toutes sortes d'expériences a long terme.

La résistance mécanique de ce modeéle s'est avérée trés faible.

Néanmoins, suite a I'optimisation de la concentration de collagéne, du temps de

maturation et, surtout, a l'ajout de deux matrices de Dacron® incorporées entre la
média et I'adventice ainsi qu'a l'intérieur de l'adventice, le modeéle présente une
pression a l'éclatement de 323 £ 31 mMHg. Cette résistance respectable n'est
cependant pas suffisante pour permettre d'envisager l'implantation de ce modéle
comme greffon vasculaire. La faiblesse mécanique de ce type de prothése est
certainement reliée & l'organisation, ou plutét au manque de cette derniére, de la
matrice extracellulaire. En effet, il faut garder en téte que, bien que la formation
d'un gel de collagéne soit le résultat de I'assemblage de fibres de collagéne, celles-ci
sont peu nombreuses et distantes les unes des autres. De plus, elles ne sont pas
assemblées en faisceaux paralléles comme c'est le cas in vivo. Enfin, il ne faut pas

oublier que la matrice extracellulaire naturelle du vaisseau sanguin est de plus



nature complexe et qu'elle ne contient pas que du collagéne mais aussi plusieurs

autres molécules dont I'élastine qui y joue un rdle mécanique important.

1.5.4.5 Matsuda et collaborateurs

Depuis la fin des années 80, Takehisa Matsuda et son équipe se
sont intéressés a la production d'équivalents vasculaires par ingénierie tissulaire.
La technologie centrale de leurs nombreux modéles est encore celle des gels de
collagéne, essentiellement telle que décrite par Weinberg et Bell.i#549550  Cette
équipe s'est longuement penchée sur des questions concernant les techniques de
production des tissus bi- et tridimensionnels in vitro, incluant la production de
modéles d'équivalent dermo-épidermiques comme Bell l'avait fait

auparavant.351-557.558

Par rapport au modeéle de Weinberg et Bell, Matsuda innove en
s'intéressant a la composition de la matrice extracellulaire et a son influence sur
I'adhésion plaquettaire et la prolifération des cellules endothéliales. En effet, il
inclut une variété de glycoaminoglycanes dans ces gels de collagéne tel que le
sulfate de dermatan, l'acide hyaluronique, le sulfate d’héparane et le sulfate de
chondroitine C.5#% Cette étude montre que le sulfate de dermatane et l'acide
hyaluronique augmentent la prolifération des cellules endothéliales, et
diminuent l'adhésion plaquettaire, lorsqu'ils sont inclus dans les gels de
collagéne. Par la suite, tous les modéles produits par cette équipe seront constitués
de collagéne de type I et de sulfate de dermatane car ce dernier augmente

également l'adhésion des cellules endothéliales lors de leur ensemencement.

Dans son approche conceptuelle, Matsuda inclut toujours une
prothése vasculaire synthétique a ses modéles afin de fournir la résistance
mécanique nécessaire i I'implantation in vivo. La plupart de ces modeles sont

constitués d'un gel tubulaire de collagéne/sulfate de dermatan contenant ou non



des cellules musculaires lisses, dont la lumiére est tapissée de cellules
endothéliales, et qui est entouré d'une prothése vasculaire.356557.539-562 (e
modele, lorsque soumis a des pressions pulsatiles et a des forces de cisaillement in
vitro, présente une organisation cellulaire intéressante: les cellules endothéliales
s'orientent dans le sens du flot tandis que les cellules musculaires lisses
s'orientent de fagon circulaire comme c'est le cas in ©vivo.560 De plus,
probablement grice 4 la matrice extracellulaire qui leur est fournie, les cellules

endothéliales résistent aux forces de cisaillements auxquelles elles sont soumises.

Une des particularité de la recherche de I'équipe de Matsuda est
qu'elle s'intéresse de fagon plus spécifique au comportement des gels de collagéne
in vivo. En effet, travaillant dans un systéme autologue chez le chien, cette
équipe a montré a maintes reprises que les cellules implantées dans des gels de
collagénes, soutenus par des prothéses synthétiques, survivent trés bien in vivo
224,559,563,564  Suite a l'implantation, les cellules musculaires lisses se sont
orientées circulairement et se sont différenciées tandis que les cellules
endothéliales se sont orientées dans le sens du flot sanguin et forment un
endothélium confluent 2 semaines aprés l'implantation. De plus, ces modéles
présentent de trés bons taux de perméabilité (75% et 100%) pour des prothéses
artérielles de faible diamétre (3 mM et 4 mM) bien que les temps d'implantations
soient courts (26 et 12 semaines).556.558 Fait intéressant, ces résultats ont été
obtenus sans l'aide de drogues antiplaquettaires ou anticoagulantes. Ceci suggere
soit la présence d'un endothélium confluent et fonctionnel, soit l'efficacité du
mélange collagéne/sulfate de dermatane comme inhibiteur de l'adhésion

plaquettaire.

Utilisant d'abord des modéles simplifiés contenant des cellules
endothéliales avec ou sans cellules musculaires lisses, I'équipe de Matsuda
produit finalement un modéle qui inclut aussi des fibroblastes.65 Dans ce
modeéle, les fibroblastes sont soit mélangés avec les cellules musculaires lisses

dans le méme gel de collagéne, soit incorporés dans un gel qui entoure celui
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contenant les cellules musculaires lisses. Dans les deux cas, une prothése de
Dacron® périphérique fournit la résistance mécanique (diameétre interne 4 mM).
Douze semaines aprés implantation, seulement 64% des greffons sont encore
perméables mais les échecs observés seraient imputables a des problémes
techniques. Néanmoins, cette étude montre des résultats trés intéressants: dans le
modeéle ol les ceilules musculaires lisses et les fibroblastes sont mélangés, les
cellules musculaires ont migré vers la lumiére du vaisseau tandis que les
fibroblastes sont retrouvés a la périphérie de celui-ci. Ceci suggeére fortement qu'il
existe des signaux capables de guider le remodelage in vive lorsquun produit de
I'ingénierie tissulaire est implanté. Par ailleurs, Matsuda et son équipe ont
également montré dans cet article que la matrice extracellulaire implantée est
complétement remodelée par l'organisme afin d'augmenter sa densité au niveau

de celle observée dans les vaisseaux sanguins normaux.

Dans une étude in wvitro, l'équipe de Matsuda a tenté de
produire un modeéle entierement biologique capable de résister 4 des pressions
physiologiques sans l'aide d'une prothése synthétique.56! En utilisant une
solution de collagéne presque deux fois plus concentrée, et dix fois plus de cellules
musculaires lisses que Weinberg et Bell, un vaisseau a été produit dont la
pression a l'éclatement atteint 110 mMHg. Malgré ce trés bon résultat, ce type de
résistance ne permet pas une implantation au niveau artériel mais, tout au plus,
permet d'espérer une implantation veineuse comme le propose les auteurs.
Récemment, un modéle composé de cellules musculaires lisses et de cellules
endothéliales a été implanté au niveau de la veine cave du chien.366
Malheureusement, lorsque celui-ci n'est pas soutenu par une matrice de Dacron®,
il ne résiste a la pression que quelques jours. Par contre, en présence de Dacron€,
cette prothése veineuse de 7mM de diamétre interne présente un taux de
perméabilité de 64% aprés 24 semaines d'implantation. La cause de l'échec des
greffons n'est pas précisée mais la thrombose en est probablement 1'élément
responsable, étant donné le faible flot sanguin au niveau veineux. Dans cette

étude, le remodelage a long terme (24 semaines) du tissu implanté a été analysé en
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détail confirmant les observations rapportées dans d'autres publications de cette
équipe.558.563,565

En conclusion, ces études montrent, encore une fois, que
l'utilisation des gels de collagénes pour la production de vaisseaux sanguins par
ingénierie tissulaire nécessite le soutien mécanique d'une prothése synthétique.
Dans ces conditions, il est possible de greffer ces prothéses biosynthétiques lors de
pontages artériels ou veineux. Il est encore trop t6t pour savoir si ce type de
construction fournira des avantages suffisamment importants, par rapport aux
greffons purement synthétiques, pour justifier le temps et I'argent associés & ce

type de greffons autologues.

1.5.5 Prothéses entiérement biologiques

1.5.5.1 L'Heureux et collaborateurs

En 1993, notre laboratoire a publié un article présentant un
équivalent vasculaire tridimensionnel entiérement humain (cellules et
collagéne).2l Inspiré du modéle de Weinberg et Bell, il a été produit grice a la
technique des gels de collagéne, mais cette fois, avec du collagéne placentaire
humain de types I et I, normalement retrouvés dans les vaisseaux sanguins
humains (figure 9) .14367 Le modéle contient des cellules endothéliales,
musculaires lisses et des fibroblastes humains dans une organisation semblable a
celle d'un vaisseau sanguin humain (figure 10). D'un point de vue histologique,
ce modeéle présente plusieurs caractéristiques des tissus vasculaires dont un
endothélium fonctionnel et des cellules musculaires lisses orientées de fagon
circulaire par rapport a l'axe du vaisseau. Il s'agit la, de I'avis méme de Weinberg
et Bell, d'une caractéristique importante qui est absente de leur modeéle.14



Du point de vue mécanique, ce modéle n'a pas montré plus de
résistance que celui de Weinberg et Bell et un des buts de ce doctorat était donc
d'améliorer celle-ci. L'approche utilisée a été d'inclure une matrice de collagéne
humain oxydé de type IV dont les propriétés de résistance mécanique sont trés
impressionnantes ( > 500 mMHg). Ainsi, ce modéle resterait entiérement humain
et exclurait tout produit synthétique contrairement a ceux de Weinberg et de
Matsuda. Néanmoins, des recherches plus approfondies dans cette voie n'ont pas
été nécessaires puisqu'une autre solution s'est offerte a nous et celle-ci vous sera

présentée en détails au chapitre II.

Figure 9 (page suivante): Méthode de production d'un équivalent vasculaire basée
sur l'utilisation de gels de collagénes. (A) La média est produite en
mélangeant des cellules musculaires lisses, du collagéne solubilisé dans de
'acide dilué, un tampon concentré et du milieu de culture. Cette solution
est coulée dans un moule cylindrique contenant un support tubulaire en
son centre. La polymérisation du mélange se produit rapidement a 37°C et
le gel qui en résulte est transféré dans un récipient plus grand. Du milieu
de culture est ajouté a la média nouvellement formée et celle-ci est
conservée en culture pendant une semaine. (B) La média ayant contracté,
il est possible de mouler un second gel de collagéne autour de celle-ci en la
transférant dans son moule original. L'adventice est produite de la méme
fagon que la média mais en substituant des fibroblastes aux cellules
musculaires lisses. (C) Aprés maturation de l'adventice, le tissu tubulaire
est retiré de son support et les deux extrémités sont canulées. Des cellules
endothéliales en suspension sont injectées dans la lumiere du vaisseau et
celui-ci est maintenu en rotation lente pendant 3 heures afin de permettre

aux cellules d'adhérer au collagéne.



SMCs

. | 37°c [T

C 11 O ol

0 j_lgen ||}

Buffer | ey
+

Medium /

Fibroblasts
+
Collagen
+
Buffer
+
Medium

)
- . >
BEXIN - B 1
- c - i
A
Ehs - :
FIRSP I (o] i
Ce: i
b N P=rals
g L
L Hot b
!
4




Média

Figure 10: Représentation schématisée du premier modéle vasculaire

entierement humain produit au LAEX.

Du point de vue mécanique, ce modeéle n'a pas montré plus de
résistance que celui de Weinberg et Bell et un des buts de ce doctorat était donc
d'améliorer celle-ci. L'approche utilisée a été d'inclure une matrice de collagéne
humain oxydé de type IV dont les propriétés de résistance mécanique sont trés
impressionnantes ( > 500 mMHg). Ainsi, ce modeéle resterait entiérement humain
et exclurait tout produit synthétique contrairement & ceux de Weinberg et de
Matsuda. Néanmoins, des recherches plus approfondies dans cette voie n'ont pas
été nécessaires puisqu'une autre solution s'est offerte a nous et celle-ci vous sera

présentée en détail au chapitre II.




1.5.5.2 Sous-muqueuse intestinale

En 1990, G. C. Lantz et collaborateurs publient la premiére d'un
série d'études qui présentent les succeés d'une approche originale au probléme de
greffons vasculaires de faible diametre.568 Cette méthode, déja proposée dans le
années 60, releve beaucoup plus de la chirurgie que de l'ingénieri
tissulaire.369.570 Cependant, son approche «entiérement biologique» la ren
particuliérement pertinente dans le cadre de ce travail. La stratégie utilisée est |
suivante: 1) une section proximale du jé§junum est prélevée, 2) différente
couches de tissu externes et internes sont enlevées par abrasion pour ne laisse
que la tunique sous-muqueuse ainsi que la muqueuse musculaire et le chorion, 3
le tissu tubulaire qui en résulte est désinfecté dans de la néomycine a 10% pendan
15 minutes, 4) enfin, le diameétre du tube est ajusté en enfilant celui-ci sur une tig
du diamétre désiré et en suturant longitudinalement le tissu & l'aide de fi
chirurgical de polypropyléne 6-O. Le tube ainsi produit peut étre greffé comme
prothése vasculaire au cours de la méme opération chirurgicale. Ce greffon es

connu dans la littérature sous le nom de «small intestine submucosa» (SIS).

Cette méthode produit donc un greffon autologue vivant et qu
contient deux des trois types cellulaires retrouvés dans un vaisseau sanguir
(fibroblastes et cellules musculaires lisses). Elle entraine l'utilisation d'une
grande quantité de fil de suture par rapport & une autogreffe normale mais il s'agi
tout de méme d'une faible quantité de matériel synthétique par rapport a une
prothése artificielle. De toute fagon, l'implantation de tous les greffons
vasculaires implique l'utilisation de sutures artificielles non-résorbables jusqu's
ce que de nouvelles techniques permettent de s'en dispenser.571-5%
L'endothélialisation du greffon est observée en 4 semaines, avec l'apparition
d'une néointima contenant de nombreuses cellules musculaires lisses.574 Le
greffon se caractérise également par une trés bonne intégration dans les tissus
environnants, si bien qu'il devient impossible de le distinguer du tissu conjonctif

aprés 8 semaines.568



Au cours d'une premiére évaluation faite chez le chien, ce type
de greffon a donné de trés bons résultats avec un taux de perméabilité de 75%
aprés environ 15 années (diametre interne de 4.3 mM) dans des positions
artérielles.”® Ce résultat a été obtenu 2 l'aide d'un traitement anticoagulant
soutenu au cours des 8 premiéres semaines. Des dilatations anévrismales ont été
observées dans 11% des cas tandis que 5.5% des greffons ont éclaté. Comme nous
I'avons wvu plus tét, ceci reflete bien le type de complication rencontré lors de
l'utilisation des greffons biologiques. Cependant, une étude subséquente, chez le
chien toujours, montre que ces greffons présentent un taux de perméabilité de
89%, dans une position veineuse, sans signes apparents d'anévrismes.57> Ce
meilleur comportement a été attribué a la faible pression sanguine veineuse et a

I'absence de pulsation.

Dans une autre étude, la méme technique a été utilisée mais
avec la muqueuse intestinale de porc au lieu de celle de chien. Cette fois, il s'agit
donc de greffons xenogéniques dont les cellules sont probablement mortes
puisque les «vaisseaux» ont été conservés dans de la néomycine 10% a 4°C jusqu'a
5 jours. Ceci dit, ces SIS porcins montrent un taux de perméabilité de 83% apres
180 jours, en position artérielle, se comparant donc avec le taux de 87.5% obtenu
avec des veines saphénes comme contrdle.57¢ De plus, les SIS ont semblé guérir
de fagon comparable aux veines saphénes. Dans une étude récente, ces SIS ont
présenté un taux de perméabilité de 87% aprés 180 jours, en position artérielle, par
rapport & un taux de 25 % pour des greffons de ePTFE servant de contrdles.574
Contrairement aux SIS canins, aucune rupture ou signes d'anévrismes n'ont été
mentionnés dans ces deux études utilisant les SIS porcins. De plus, selon les
auteurs, les SIS xenogéniques n'ont jamais créé de réactions immunes menant a
un rejet. Cependant, aucune étude n'a spécifiquement analysé cet aspect de la

question.

Une inquiétude vient immédiatement a l'esprit lorsque

l'utilisation d'un greffon intestinal en position vasculaire est envisagée: le danger



d'infection. Il est surprenant de constater, qu'au contraire, les SIS sont plus
résistantes & l'infection que les prothéses de ePTFE lorsque mises au défi pai
l'application de Staphylococcus aureus autour du greffon.577578 Ceci correspond
bien avec les études qui montrent que les vaisseaux naturels, ou méme les
prothéses synthétiques endothélialisées, sont moins susceptibles aux infections

bactériennes que les prothéses synthétiques seules.23.24,579

Ainsi, le SIS semble étre une prothése vasculaire trés
intéressante pour ses qualités de guérison, de résistance a l'infection, d'intégration
aux tissus environnants et de comportement mécanique. Toutes ces qualités sont
liées a sa nature entiérement biologique, en particulier la derniére. En effet, la
matrice extracellulaire présente des qualités élastiques et est facilement remodelée
par l'organisme.’80:581 Néanmoins, il n'est pas possible de produire des SIS ayant
de bonnes qualités mécaniques a partir de tissus ovins, équins, caprins, bovins ou,
malheureusement, humains.5?”7 Ainsi, d'éventuels SIS pour une utilisation
clinique chez I'humain devraient consister en des xénogreffes animales. Ceci
souléve certaines inquiétudes en ce qui concerne les possibilités de transmission
d'infections virales et les potentielles réactions immunes, surtout lors d'une
seconde greffe. Afin de mettre fin a ces craintes, des méthodes de stérilisation
variées peuvent étre envisagées mais les traitement drastiques qu'eiles entrainent

nuiraient probablement beaucoup aux performances des SIS comme prothéses

vasculaires de faibles diameétres.

Des résultats a long terme chez l'animal (3 & 5 ans) sont
nécessaires afin de prouver que ce greffon ne présente pas de prédispositions a
I'anévrisme comme c'est le cas pour les autres prothéses a caractére biologique.
Ensuite, des études cliniques devront démontrer que ces greffons xénogéniques
porcins, non endothélialisés et non stabilisés chimiquement, guérissent aussi bien

chez I'humain que chez le chien.



1.6 Présentation du corps de la thése

Le chapitre II présente l'article principal de la thése. I décrit
une nouvelle technique d'ingénierie tissulaire qui, bien que relativement simple,
permet la production de tissus ayant une résistance mécanique comparable a celle
des tissus in vivo. Dans ce chapitre, cette méthode est appliquée a la production
d'un vaisseau sanguin. Le modéle ainsi produit présente une organisation
cellulaire et tissulaire remarquablement similaire a celles d'une artére humaine.
De plus, cette artére néo-synthétisée ne contient que des cellules humaines
(endothéliales, musculaires lisses et fibroblastes) qui ont elles-mémes synthétisé la
matrice extracellulaire qui les entoure. Ainsi, aucun matéria X0ge
biologique ou synthétique, n'est incorporé dans ce vaisseau. Malgré cela, celui-ci
résiste a des pressions hydrauliques qui dépassent méme celles auxquelles une
veine saphéne humaine peut résister. Enfin, ce vaisseau présente d'autres
caractéristiques qui ont permis d'utiliser celui-ci comme greffon vasculaire chez le

chien.

Dans les chapitres I et IV, la partie centrale du modéle
vasculaire, la média, est utilisée comme modéle pharmacologique in vitro. En
effet, cette nouvelle technique d'ingénierie tissulaire permet de produire un tissu
cylindrique contenant des cellules musculaires lisses humaines cultivées qui
contractent en réponse a des agonistes vasoactifs. Cette média reconstruite
contractile est le seul modéle connu qui permet d'observer des cellules
musculaires lisses humaines cultivées contractiles. Dans le chapitre III, celle-ci est
utilisée, comme le serait un vaisseau animal ou humain, dans des études de
contraction en bains d'organe isolé. Afin de démontrer que ce nouveau modele
peut étre utilisé comme outil pharmacologique dans divers domaines, plusieurs
aspects de la question ont été abordés. Cependant une analyse plus détaillée des
récepteurs purinergiques a été réalisée. Au chapitre IV, une étude des flux

calciques en réponse a diverses stimulations est présentée. Celle-ci démontre que
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les médias reconstruites peuvent également étre utilisées pour mener des études

sur les aspects plus fondamentaux de la contraction des cellules musculaires lisses.

Le chapitre V montre comment cette nouvelle technique
d'ingénierie tissulaire peut également étre appliquée a la construction d'un autre
organe. En effet, la technique ayant servi a la production de I'adventice vasculaire
sera mise a profit pour produire le derme d'un équivalent cutané. Celui-ci
présente une organisation histologique et une résistance mécanique qui en font

un trés bon modele pour étudier la perméabilité trans-cutanée in vitro.

Ainsi, la nouvelle technique présentée dans cette thése a été
découverte au cours de recherches dans le domaine des prothéses vasculaires
mais aura aussi donné naissance a un nouveau modéle pharmacologique
vasculaire et cutané. Les mérites et faiblesses de ces modéles seront discutés au
chapitre VI.

Enfin, 'annexe 1 présente le brevet américain protégeant le
modele pharmacologique utilisé aux chapitres III et IV. Dans un monde ou la
recherche doit se fier d'avantage a l'entreprenaria pour assurer son support
financier, la production d'un brevet revét une grande importance. Ce chapitre
permet de voir comment une découverte de nature biotechnologique peut étre
protégée au point de vue légal. Ce type d'expertise devient de plus en plus utile
pour les étudiants, en tant que futurs professionnels de la recherche, ainsi que

pour les chercheurs en tant que futures entrepreneurs.



Chapitre II

2. Article: «<A Tissue Engineered Human Blood

Vessel»



2.1 Résumé

Depuis toujours, les biomatériaux synthétiques ont
fourni le support mécanique nécessaire aux organes produits
par ingénierie tissulaire qui devront affronter des contraintes
physiques importantes in vivo comme, par exemple, dans le
cas des vaisseaux sanguins. Dans cette thése, nous présentons
une nouvelle méthode qui permet de produire un vaisseau
sanguin humain en utilisant exclusivement des cellules
humaines cultivées (aucun matériau exogénes synthétiques
ou biologiques). Il s'agit du premier vaisseau sanguin
entiérement biologique produit par ingénierie tissulaire qui
possede une pression a l'éclatement supérieure a celle de
veines humaines. De plus, son endothélium a inhibé
I'adhésion plaquettaire, sa média était contractile, tandis que
sa maniabilité et sa suturabilité ont permis une implantation
préliminaire in vive.  Ainsi, ce vaisseau sanguin,
entiérement biologique et humain, a présenté les qualités
d'une prothése vasculaire et d'un modeéle d'étude in vitro.
Par ailleurs, cette nouvelle technologie a également été

utilisée pour produire un nouvel équivalent cutané.



2.2 Abstract

Until  now, mechanically challenged tissue
engineered organs, such as blood vessels, always had to rely
on synthetic materials for structural support. In this report,
we present a new approach which allowed the production of
a tissue engineered blood vessel (TEBV) exclusively from
human cells without any synthetic or exogenous
biomaterials. This is the first biological TEBV to display a
burst strength comparable to that of human veins.
Furthermore, its endothelium strongly inhibited platelet
adhesion, and short-term animal studies revealed good
handling and suturability characteristics. @~ Thus, this
completely biological and human TEBV displayed the

fundamental qualities of a vascular graft.

AUTHORS: Nicolas L'Heureux, Stéphanie Paquet, Raymond Labbé, Lucie

Germain and Frangois A. Auger.

AFFILIATION:  Laboratoire d'Angiogénése Expérimentale/LOEX, Hépital du
Saint-Sacrement and Department of Surgery, Faculty of

Medicine, Laval University



2.3 Introduction

Synthetic  small  diameter vascular grafts (inside
diameter €5 mM) have shown disappointing patency rates particularly in
locations like the lower leg where low blood flow and high resistance increase
platelet/biomaterial interaction time resulting in higher risks of thrombus

1% In order to enhance patency, many groups have developed

formation.
approaches to "cellularize” synthetic vascular grafts by seeding them with cells of
various origins, mostly endothelial, in hopes of rapid endothelialisation of the
lumen and decreased blood/biomaterial interactions.*” Qur group has taken this
approach one step further by developing a novel tissue engineering technique
which eliminates completely the need for synthetic biomaterial in a new kind of

TEBV.

A decade ago, Weinberg and Bell broke new grounds when they
produced the first completely biological TEBV, using animal collagen gels and
bovine cultured vascular cells®? Unfortunately, this model failed to display
significant mechanical strength and ultimately had to be reinforced with Dacron®
meshes. Recently, using similar techniques, our group and others have
respectively developed human and canine completely biological TEBV but have
encountered the same mechanical limitations.” 1° These projects paved the way
to the idea of using such constructs as small diameter vascular grafts. Indeed, a
completely biological TEBV should have numerous theoretical advantages. First,
a living graft means a responsive and self-renewing tissue with an inherent
healing potential. Second, its biological matrix can be remodeled by the body
according to the needs of the environment. And third, the absence of synthetic
material will avoid foreign body reaction, allow complete graft integration, limit

graft infection and may result in increased overall patency rates.!!"!3



In this report, we present a new type of TEBV produced
exclusively from human cells, without synthetic or exogenous biological material,
and, for the first time, featuring remarkable mechanical strength. Our method
takes advantage of the abundant synthesis of extracellular matrix by smooth
muscle cells (SMC) and fibroblasts when cultured in vitro in the presence of
ascorbic acid. On a microscale, these cells recreate a physiological environment by
secreting and organizing an extracellular matrix with characteristics similar to that
observed in vivo.'* 1® We assembled these microstructures into macrostructures
in vitro to produce engineered tissues featuring important mechanical strength
and complex histological organization. Although proteins from naturally
occurring extracellular matrix have been isolated and characterized, these can not
be re-assembled in vitro as an extracellular matrix featuring physiological density

and organization. This explains the inability of previously designed completely

biological TEBV to display physiological strength.®1

2.4 Results

2.4.1 TEBV construction and organization

After a month of culture with ascorbic acid, cells (SMC or
fibroblasts) and their newly synthesized extracellular matrix, can be detached from
the culture dish as a single living sheet of tissue. These sheets can be wrapped
around an inert tubular support to produce a cylinder composed of concentric
sheet layers. After a maturation period, the layers firmly adhered to one another
forming a cohesive tubular tissue. From this simple technique, we developed a
sequential approach to TEBV construction starting with an inner membrane (IM)
which was a dehydrated tubular tissue made by fibroblasts. This acellular matrix
was added to provide both an even surface for endothelial cell (EC) seeding and an
effective barrier against SMC migration into the lumen of the vessel. The IM was



(Vo)

slipped around a tubular mandrel and a sheet of SMC was rolled around it to
produce a vascular media. After a week of maturation in a bioreactor designed to
provide simultaneously mechanical support and luminal flow of culture
medium, a sheet of fibroblasts was rolled around the vascular media. After a
maturation period of at least 8 weeks, the inner tubular mandrel was removed

and the TEBV was either tested for mechanical strength or cannulated at both

ends for luminal endothelial cell seeding.’

Macroscopically, the TEBV appeared as a homogeneous tubular
tissue strikingly resembling a human artery (Figure 1la). Histological analysis
revealed well defined tissues: intima, media and adventitia (Figure 11b). The
adventitia exhibited very dense collagenous layers as well as abundant fibroblasts.
In the media, SMC appeared as elongated cells with circumferential or
longitudinal orientations. SMC density, although very high for an in vitro model,
was still lower than in a normal vascular media. Interestingly, SMC did not to
penetrate the dense IM although they were in contact with it for more than 8
weeks and exposed to a gradient of nutriments leading to the lumen. Metabolic
labeling and immunostaining of the endothelium revealed confluent and active
ECs as demonstrated by von Willebrand factor expression and acetylated low
density lipoprotein (ac-LDL) uptake, two specific EC functions (Figure 11c).}¢1?
SMC stained positively for muscular markers a-smooth muscle actin (not shown)
and desmin (Figure 11d).2* ! Adventitial cells were negative for desmin or
a-smooth muscle actin but fibroblasts expressed vimentin and synthesized high
amounts of elastin assembled in small fibers which were organized in large
circular arrays (Figure 1le). Immunostaining also indicated that the extracellular
matrix contained type I, Il and IV collagens as well as laminin, fibronectin and

chondroitin sulfates (not shown).



2.4.2 Mechanical strength of the TEBV

Since mechanical strength had been the weak point of previous
completely biological TEBV, we first evaluated this aspect of our vessel. To
maximize its burst strength, we decided to optimize the maturation time of the
engineered adventitia since it was clearly stronger than the media. The burst
strength of the adventitia steadily increased from the first to the 7th week of
maturation, where it reached a plateau at 2232 + 251 mMHg (Figure 12a). This
plateau was maintained until at least the 12th week and some adventitia were
matured for 24 weeks without significant change in strength (2382 + 249 mMHg,
n=>5). Consequently, TEBV were kept in culture for at least 8 weeks after the
addition of the adventitia. The burst strength of the complete TEBV (2594 £
501 mMHg) was comparable to the adventitia alone although the IM itself had a
burst strength of over 1000 mMHg (Figure 12b). Most importantly, TEBV burst
strength was significantly higher than that of human saphenous veins (1680 £

307 mMHg) which are currently considered as the optimal grafts for lower limb
3

vascular reconstruction.

We attribute the mechanical strength of this model to the
particularly well organized collagenous matrix of the adventitia (Figure 12 c).
Ultrastructural analysis revealed long collagen fibrils, featuring characteristic
67 nm cross-striation periodicity, organized in closely packed bundles of parallel
fibrils as it is the case in vivo. Fibril bundles were in proximity to parallel
10-12 nm elastin-associated microfibers and oriented in various directions which
is characteristic of a mature collagen scaffold.?> 2 Since increased
metalloproteinase synthesis by SMC or fibroblasts has been suggested to play a role
in long-term stability of engineered organs in witro®, we followed collagenase
synthesis during our vessel production and maturation (Figure 12d). When cell
sheets were rolled, a rapid and marked overall decrease in collagenase production
was observed for both SMC (lane 1 vs 3) and fibroblasts (not shown). However, a



gelatinolytic doublet of about 50 kDa was specifically induced when fibroblast
were rolled either alone (not shown) or over SMC (lanes 2, 3, and 4). Thi
induction subsided within 2 weeks. Long-term studies revealed stable low-leve

gelatinase secretion (lane 6).

Figure 11 (next page): = Organization of the TEBV. (a) Macroscopic view of :
mature TEBV (9 weeks of adventitial maturation). The vesse
demonstrates a self-supporting aspect when taken out of culture
medium (open lumen =3 mM). Note that the various layers now
form a continuous vascular wall (inset, graduation =1 mM)
(b) Paraffin cross section of the vascular wall stained with Masson's
trichrome shows collagen in blue-green and cells in dark purple
Aside from an over sized internal elastic lamina (IM =125 pum), the
histology is similar to that of a muscular artery with a large media
(M =320 um} and a surrounding adventitia (A =235 um). (c) En face
view of the endothelium seeded on the IM. Cytoplasmic green
fluorescence reveals cell viability, metabolic activity and confluence.
Red fluorescence (Dil-ac-LDL uptake) confirms cell viability and the
endothelial nature of the cells. Blue fluorescence shows the
characteristic von Willebrand factor expression in ECs (orange = red +
green; pink = red + green + blue). Scale bar =25 um. (d) Frozen cross
section of the media-adventitia junction (arrows) stained for desmin
(nuclei are stained blue). Scale bar =50 um. (e) Frozen cross section of
the adventitia double stained for elastin (green) and vimentin (red).

Scale bar = 50 pum.
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2.4.3 Hemocompatibility

The ECs seeded on the IM covered 99.2 £ 0.7 % (n=6) of the
luminal surface at a cell density of 5.4 £ 1.1 X 104 cells/cm2 (n=5) as measured by
morphometric analysis. These ECs released prostacyclin, a potent inhibitor of
platelet aggregation, at a basal rate of 8.6 + 1.8 pg/105 cells per 12h (n=3), and
responded to thrombin stimulation by an 2.9 + 0.7 fold increase in synthesis as
observed by others.?* Heparinized human whole blood was used in a functional
assay to further evaluate the blood compatibility of this endothelium. When ECs
were absent, platelets adhered to the IM in small clusters whereas confluent ECs
inhibited platelet adhesion by 93.2 +3.6 % and limited the phenomenon to single
platelet adhesion in inter-cellular gaps (Figure 13).



>
o

£ o T & |

52500' - J.

@ 2000 - -

=

£ sn- 11 H

) X

a 1000 - 1

S' 500 - [

[

Y L D B 1 1§ | 1 ] | ] | { LI LD l I

a 0 12345678910111213 RN
Maturation Time (wks) ¥ 4'9 %9

4Bh 2wks Bans

’”m’; Eillll
e . ~
¥ {

Figure 12: Mechanical strength of the TEBV. (a) Burst strength of tissue

engineered adventitia as a function of maturation time.
* Significantly different than preceding point (p<0.05, Student t-test,
n=8 to 13). (b) Burst strength of rehydrated IM alone (n=6), matured
TEBV (9 weeks of adventitial maturation, n=5) and human
saphenous veins (HSV, n=2). 1Significantly different from HSV
(p<0.05 ANOVA). (c) Transmission electron micrograph of the
adventitial matrix. Uranyl acetate and lead citrate stain. Scale
bar =500 nm. (d) Gelatin zymogram showing gelatinase activity in
conditioned culture medium. Lanes 1 and 2: SMC and fibroblast (F)
sheets prior to rolling. Lane 3: 2 days old vascular media (VM) i.e.
SMC sheet rolled on a IM. Lanes 4, 5 and 6: addition of the adventitia.
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Figure 13: Inhibition of platelet adhesion by the endothelium. Scanning
electron micrographs of unendothelialized IM (top) promoted platelet
adhesion and activation whereas endothelialized IM (bottom) almost

completely inhibited the process.
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244 Grafting of the TEBV

In order to assess the in vivo graftability, 5 cm long
unendothelialized human TEBV (inner diameter =3 mM) were implanted, as
interposition femoral grafts, in mongrel dogs. Only a short-term study was
deemed feasible in a vascular xenograft setting. Suturability and handling
characteristics of the graft were evaluated as "tissue-like” by an experienced
vascular surgeon. When blood flow was re-established, no transmural blood loss
was observed and immediate patency was confirmed by a palpable pulse and
visual downstream pulsatile flow. After 7 days, graft patency was assessed by
angiography and explantation (Figure 14). A patency rate of 50% (3 out of 6 grafts)
was observed. Patent grafts showed a smooth thrombus-free luminal surface and
did not show signs of degradation, tearing or dilatation. In all grafts, intramural
plood infiltrations were observed between tissue layers but these did not correlate
with decreased patency. Aside from blood infiltration, histological analysis
revealed that graft architecture was retained. Graft failures occurred during the
first days and were the result of occlusive thrombus formation. This problem was
attributed to the surgical procedure resulting in some minor graft tissue damage at

the anastomosis site.

Figure 14 (next page):  Graftability of the TEBV. (a) Angiogram of the lower
limbs 7 days after implantation. Two patent TEBV are visible (arrows)
providing normal blood flow in both legs. (b) After angiographic
examination, the TEBV was explanted along with adjacent segments
of the femoral artery, gently flushed with saline, fixed in
formaldehyde, longitudinally slit open and pinned down to expose
the luminal surface. Limited blood infiltrations are seen inside the
vessel wall. The luminal surface is free of thrombus. Anastomosis

showed no signs of deterioration. Graduation =1 mM.
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2.5 Discussion

In this report, we have established the feasibility of producing a
completely biological TEBV, exclusively from human cells, that met the 3
fundamental qualities expected of a vascular graft: mechanical strength, blood
compatibility and suturability. Furthermore, our model closely mimics a human
blood vessel from a morphological and histological point of view. A very
important feature of this vessel is its complex and naturally organized
extracellular matrix. This matrix may provide appropriate signals to the vascular
cells, through stimulation of integrin receptors, thus directing them toward a
normal physiological phenotype.” % This may explain the expression of desmin
in this model, a marker for highly differentiated SMC considered to be irreversibly
lost in cultured human SMC.¥ Proper expression of proteolytic enzymes has also
been considered an indication of cell phenotype and shown to be influenced by
extracellular matrix signaling.?#?® We have observed the transient induction of
specific gelatinases suggesting some extracellular remodeling. However, the
general long-term down regulation of gelatinase activity from SMC and fibroblasts
may also be the result of the very physiological environment provided by this
model. Weinberg and Bell observed that their collagen gel based model
experienced an abrupt loss of strength (= 50%) between 30 and 80 days of
maturation and attributed it to an increased collagenase synthesis by SMC or
fibroblasts.® The long-term mechanical stability of our model is in accord with the
sustained low level of collagenase activity observed. This also suggests that a cell
synthesized matrix induces less collagenase expression, or is more resistant to

protease activity, than biochemicaly extracted and reassembled matrix.

The non-synthetic nature of this vascular graft warrants hope of
increased long-term patency rates for lower limb vascular reconstructions.
However, animal TEBV will have to be designed in order to assess, in an

autologous setting, the long-term value of this vascular graft. Indeed, the



presence of an endothelium, additional surgical experience and some design
modifications will likely improve the graft patency rate. Furthermore, as it is
produced from sub-cultured cells, this model may be an appealing tool for gene
therapy since these cells would be in close proximity to blood and because human
EC, SMC and fibroblasts can be safely transfected in vitro without using viruses

which induce an immunogenic response.3%-3

In conclusion, we assembled completely biological human
conjunctive and muscular tubular tissues in order to construct a blood vessel.
However, the shape and cell content of theses tissues can be modified to create,
with the same basic technique, numerous other completely biological tissue
engineered organs. Not only does this new approach provide an alternative to
the use of synthetic materials in tissue engineering, but it may also lead to the
production of a wide range of completely biological grafts to meet the growing

need for human replacement organs.

2.6 Methods

2.6.1 TEBV production

To produce sheets, cells were cultured in standard culture
medium supplemented with 50 pg/ml of ascorbic acid in standard 75 ecm?2 culture
flasks as described in reference 9. Fibroblast sheets had to be mechanically peeled
off whereas SMC sheets spontaneously detached from the dish. Five weeks of
culture were found to produce fibroblast sheets with an optimal strength to
culture time ratio for a given maturation period. Consequently, all adventitias or
IM were produced from 35 days old sheets. Sheets were rolled on styrene or
polytetrafluoroethylene cylinders and attached with surgical thread for 2 days after
which time the thread was removed. IM were produced in advance from



1C

dehydrated adventitias, stored at -20°C, and rehydrated before use. During
maturation, tissues were cultured in standard medium with 50 pg/ml of ascorbic
acid except for ECs which were grown a medium containing EC growth factor and

heparin as described in reference 9.
2.6.2 Histological labeling

For EC staining, living tissues were labeled with CMFDA
(5-chloromethylfluorescein-diacetate; Molecular Probes, Eugene, OR) for 2 h
(10uM) and with Dil-ac-LDL
(Dil = 1,1'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine chlorate; BTI,
Stoughton, MA) for 3 h (7.5ug/ml) in standard culture conditions. Cells were then
fixed in 4% formaldehyde, rinsed in phosphate-buffered saline, permeabelized
with 0.1% saponin and stained with a mouse anti-human von Willebrand factor
monoclonal antibody (Chemicon, El Segundo, CA) and a Cascade blue conjugated
goat anti-mouse antibody (Molecular Probes, Eugene, OR). Green, red and blue
stains were taken as separate color micrographs using appropriate filters on a
Nikon epifluoroscopic microscope and digital images were overlaid as true optical
colors. For medial staining, frozen cross sections were fixed in acetone, incubated
with mouse anti-desmin monoclonal antibody (Sigma, St. Louis, MO) and Texas
Red conjugated goat anti-mouse antibody (Molecular Probes, Eugene, OR). Nuclei
were stained blue with Hoechst 33258. For adventitial staining, frozen cross
sections were fixed in acetone and double stained with rabbit anti-human elastin
antibody (A. Grimaud, Institut Pasteur, Lyon, France), mouse anti-vimentin
monoclonal antibody (N. Marceau, Hotel-Dieu, Québec, Canada), FITC conjugated
goat anti-rabbit (Cederlane, Hornby, Canada) and Texas Red conjugated goat

anti-mouse antibody.



2.6.3 Mechanical strength

Adventitias (inside diameter 4.5 mM) were cannulated on
specially designed system and pressurized with physiological buffer. Hydrostati
pressure was increased by 5 mMHg steps until vessel failure. Fresh HSV wer:
diameter matched with TEBV (inside diameter 3 mM) and free of collaterals
HSV were unused segments of carefully dissected autografts from patient:

undergoing distal vascular reconstruction.
2.6.4 Zymography

Gelatinase activity was determined on 10% SDS-polyacrilamide

gels copolymerized with 3.5% gelatin.3® All mediums were conditioned for 48h

and sample volumes were adjusted for total culture medium volumes.
2.6.5 Endothelial functionality

Prostacyclin synthesis was measured by detection of its stable
degradation product 6-keto-prostaglandin Fioq with a radioimmonoassay kit
(Amersham, UK) in culture medium conditioned by confluent ECs seeded on the
IM. EC medium was perfused at a rate of 2.6 ml/h for 12 hours with or without
thrombin (2U/ml). For platelet adhesion studies, fresh heparinized human
blood (14 U/ml) was slowly perfused (0.2 ml/min.) in the lumen of an IM or an
endothelialized IM with an 8-roller peristaltic pump, at 37°C for 30 minutes.
Lumens were gently flushed with culture medium to remove unattached
platelets, fixed in 2% glutaraldehyde and processed for scanning electron
microscopy (SEM). Three vessels were used in each condition. Each vessel was cut

in 5 specimens. Platelets were counted in 3 random fields from each specimen.



2.6.6 Animal studies

ECs were omitted to avoid acute rejection. Consequently, dogs
were anticoagulated with warfarin (days -1 to 7) to raise prothrombin time to 2
times the normal value. Dogs also received acetylsalicylic acid (325 mg/day on
days -2 to 7) and heparin (100 U/kg on days 0 and 1). Immunosuppression was
obtained with cyclosporin-A and given to maintain a blood concentration of 500
ng/ml (days -2 to 7). Anastomosis were performed using a continuous running
suture of 6-0 polypropylene. Graft patency was monitored daily by Doppler
signaling techniques. Animal experiments were approved by the Ethics
Committee of Laval University in accordance with the guide lines of the
Canadian Council on Animal Care. '
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Chapitre III

3. Une média vasculaire contractile produite par
ingénierie tissulaire: applications

pharmacologiques



3.1 Introduction

Dans ce chapitre, nous verrons que la média vasculaire,
produite selon la technique décrite au chapitre précédent, posséde des capacités
contractiles et peut donc étre utilisée comme outil de recherche pharmacologique.
Les résultats présentés dans ce chapitre, et dans le chapitre qui suit, sont le fruit
d'un stage de recherche effectué au Laboratoire de Pharmacologie et de
Physiopathologie Cellulaires (URA CNRS 600) de 1'Université Louis Pasteur de
Strasbourg, sous la supervision des docteurs R. Andriantsitohaina et j.-C. Stoclet
(directeur). Des résultats complémentaires ont été obtenus depuis la fin de ce
stage mais, pour des raisons conjoncturelles, ceux-ci n'étaient pas disponibles au
moment de la rédaction de cette thése. Lorsque tous les résultats seront

rassemblés, les deux prochains chapitres donneront lieu & deux articles.

Grice au développement de la culture cellulaire, plusieurs
études sont maintenant effectuées sur des cellules maintenues en culture plutét
que sur des organismes vivants entiers ou des organes prélevés chez ceux-ci. En
effet, la culture cellulaire permet de réduire significativement le coit et la
variabilité des expériences. Elle autorise également la réalisation de nouveaux
types d'expériences. Cependant, les cellules en culture ont tendance a perdre
certaines de leurs caractéristiques. Ce phénoméne, dit de dédifférenciation,
entraine, chez les cellules musculaires lisses, la perte de leur principale fonction:
le pouvoir contractile.208228 Ceci est particuliérement vrai pour les cellules
d'origine humaine. Ainsi, aucune condition permettant la contraction de cellules
musculaires lisses humaines cultivées n'a été décrite jusqu'a ce jour. Les études
de contraction in vitro sont donc effectuées sur des cellules d'origine animales

puis leurs résultats sont extrapolés a I'humain.

Nous avons vu, a la section 1.3.2.3.2 de l'introduction générale,

que plusieurs méthodes ont été utilisées afin d'évaluer la contraction des cellules



musculaires lisses cultivées in vitro . Nous présentons ici une média vasculaire
humaine, produite par ingénierie tissulaire, qui possédent trois avantages
importants par rapport aux modeles de contraction de cellules musculaires lisses
cultivées décrits jusqu'a maintenant. Premidrement, par rapport a des cellules
animales, la nature humaine des cellules diminue les risques que les résultats
obtenus ne puissent pas étre extrapolés a l'humain. Deuxiémement, la média
vasculaire peut étre étudiée a l'aide d'appareils de mesure simples qui sont déja
présents dans les laboratoires de pharmacologie vasculaire classique.
Troisiémement, cette méthode permet d'évaluer directement et quantitativement

la contraction des cellules musculaires lisses.

Dans ce chapitre, nous verrons comment cette média
vasculaires peut-étre utilisée comme outil pharmacologique. Comme exemple,
nous procéderons a la caractérisation classique des récepteurs a l'adénosine
5'-triphosphate (ATP) présents sur les cellules musculaires lisses. Dans le contexte
vasculaire, I'ATP est un agoniste contractile physiologique des cellules
musculaires lisses. Il participe au maintien du tonus musculaire de la paroi
vasculaire en tant que cotransmetteur, avec la noradrénaline, lors de la
stimulation nerveuse sympathique. 382583 De plus, 'ATP est relargué par les
cellules endothéliales et musculaires lisses elles-mémes suite a diverses
stimulations et ce phénoméne pourrait jouer un rdle important dans certaines
pathologies (vasospasme).28384 La section 1.3.2.3.3 de l'introduction générale fait
la revue des concepts touchants les récepteurs pu.rinergiques P; (sensibles a ' ATP).
Sur les cellules musculaires lisses, deux sous types de récepteurs purinergiques P2
ont été bien décrits: les Pox et P2y.585 De plus, un troisiéme type de récepteur a
plus récemment été découvert sur ces mémes cellules: le P3yy.328 Ainsi, 3 des 5
sous-types de récepteurs purinergiques P; peuvent potentiellement étre retrouvés

sur les cellules musculaires lisses.



Outre I'étude des récepteurs purinergiques, ce chapitre présents
également des résultats complémentaires sur d'autres aspects de la contractilit:
des médias vasculaires reconstruites. En effet, au cours des diverses expérience:
centrées sur la réponse a I'ATP, plusieurs autres substances ont été utilisées
Certaines ont produit des réponses normales tandis que d'autres ont donné de:s
résultats surprenants que nous avons tenté de mieux comprendre. Enfin, ce
chapitre présente également des travaux réalisés en collaboration avec le Dr F.
Marceau, au Centre de Recherche de I'Hétel-Dieu de Québec, avec l'aide précieuse
d'Eric Petitclerc. Ces derniers présentent un exemple d'utilisation de ce modéle

comme un outil pharmacologique dans un contexte de recherche.

3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Production de ln média vasculaire

Les cellules musculaires lisses humaines ont été isolées a partir
d'explants de la veine ombilicale selon la méthode de Ross.?8 Elles ont été
sous-cultivées dans du DME:HAM-F12 (3:1) additionné de 10% de sérum de veau
foetal décomplémenté.Zl Les cellules ont été utilisées aux cinquiéme ou sixiéme

passages.

Afin de produire un feuillet de cellules musculaires lisses, les
cellules ont été cultivées dans un milieu additionné de 50pg/ml d'acide
ascorbique. Aprés une période de culture de deux a trois semaines, le feuillet
cellulaire commence i se détacher spontanément de fond du flacon de culture. A
ce moment, le feuillet est complétement détaché de la surface de culture, roulé
autour d'un support de styréne de 4.5 mM de diametre externe et maintenu en
culture. Aprés une semaine de maturation, le feuillet roulé forme un tissu

cylindrique assez cohérent pour permettre de découper ce cylindre en anneaux
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d'approximativement 5 a 8 mM de longueur. Ces anneaux de média vasculaire
sont maintenus en culture sur le support pour une période de maturation qui

peut durer de 3 & 10 semaines.

3.2.2 Analyse histologique

L'immunofluorescence indirecte a été réalisée sur des coupes
en congélation (fixation a l'acétone -20°C, 10 minutes) avec les anticorps suivants:
anti-a-actine (monoclonal de souris; Sigma, St-Louis, MI), anti-collagéne de type
IV humain (polyclonal de lapin; Chemicon, Temecula, CA), anti-mvosine
spécifique des cellules musculaires lisses (monoclonal de souris; Chemicon,
Temecula, CA), anti-myosine non-musculaire (polyclonal de lapin; Biomedical
Technologies, Stoughton, MA), anti-desmine (monoclonal de souris; Sigma,
St-Louis, MI), anti-vimentine (monoclonal de souris; N. Marceau, Centre de
recherche de I'Hétel-Dieu de Québec), anti-collagéne de type I (polyclonal de lapin;
Chemicon, Temecula, CA), anti-élastine (polyclonal de lapin; J.-F. Grimaud,
Institut Pasteur, Lyon, France).

3.2.3 Essais de contraction

Les études de contraction ont été réalisées dans des bains a
organe isolé standards. Les tissus ont été baignés dans du tampon de Krebs (NaCl
119 mM, KH,PO4 0.4 mM, NaHCOj3 14.9 mM, MgSO4 1.17 mM, glucose 5.5 mM et
CaCl 2.5mM) gazés par un mélange 95% O2:5% CO; et maintenus a 37°C. Les
médias cultivées ont été soumises a une tension de base de 500 & 800 mg jusqu'a ce
que la tension se stabilise (= 1 h). Par la suite, ces médias reconstruites ont été
exposées a 102 M d'ATP afin de vérifier leur capacité contractile, puis ont été

abondamment rincées et, au moins une 1h30 plus tard, restimulées avec diverses



substances. Pour plus de clarté, le protocole d'utilisation des divers agonistes et
antagonistes est détaillé lors de la description des résultats correspondants. A

moins de précisions contraires, tous les réactifs ont été obtenus chez Sigma.

3.3 Résultats
3.31 Organisation des médias vasculaires

Les médias cultivées sont constituées de cellules musculaires
lisses humaines incluses dans une matrice extracellulaire qui a été synthétisée par
ces derniéres. Les médias, dans Ieﬁr état final, ne contiennent aucune matrice
synthétique. Ces médias cultivées peuvent étre produites en grandes quantités et
maintenues sur un support tubulaire rigide jusqu'au moment de l'expérience
(figure 15A). Elles sont alors retirées du support et contractent spontanément
(figure 15B et C). Elles ont une apparence tissulaire et peuvent donc étre
manipulées comme des tissus prélevés chez l'animal ou l'humain. Elles se

prétent aussi parfaitement au montage dans les bains a organe isolé (figure 15D).

Du point de vue histologique, les médias présentent des
couches de collagéne entourant des cellules musculaires lisses trés allongées et
partiellement orientées circulairement autour de l'axe du support (figure 16A).
Les cellules expriment, & différentes intensités, des marqueurs de différenciation
spécifiques aux cellules musculaires lisses tels que les isotypes de 'a~actine et de
la myosine spécifiques aux cellules musculaires lisses (figure 16B et C). De plus,
les cellules musculaires lisses expriment un filament intermédiaire caractéristique
de la lignée musculaire: la desmine (figure 16D). Par ailleurs, la matrice
extracellulaire néo-synthétisée contient des protéines structurales retrouvées dans
la média vasculaire in vivo tel que le collagéne de type I, une composante

structurale importante de la matrice extracellulaire, le collagéne de type IV, un



constituant de la membrane basale des cellules musculaires lisses, et 1'élastine
(figure 16D, E et F).

Figure 15 Aspect macroscopique de la média vasculaire cultivée. A. Culture sur

support par groupes de 12 rondelles. B. Retrait facile d'une rondelle de
son support. C. Contraction spontanée de la rondelle (diameétre du
support 4.5 mM). D. Média cultivée dans un bain a organe isolé.
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Figure 16: Caractérisation histologique et immunohistologique de la média

vasculaire cultivée (5 semaines de maturation; coupes transversales).

A. Les cellules musculaires lisses (mauve) sont trés allongées et
intimement enchevétrées dans une matrice collagénique (bleu) néo-synthétisée
(trichrome de Masson), x225. B. Immunodétection de l'isotype de l'a-actine
spécifique des cellules musculaires lisses, x115. C. Immunodétection de l'isotype
de la myosine spécifique aux cellules musculaires lisses, x115. D.
Immunodétection de la desmine (rouge), du collagéne de type I (vert) et
coloration nucléaire de Hoechst (bleu), x115. E.Immunodétection du collagéne de
type IV (vert) et coloration nucléaire de Hoechst (bleu), x225. F. Immunodétection
de l'élastine, x225. Remarquez l'arrangement fibrillaire.



3.3.2 Récepteurs purinergigues

3.3.2.1 Réponse contractile a I'ATP

Les médias vasculaires reconstruites ont répondu & une
stimulation par 'ATP par une contraction relativement rapide et trés soutenue.
La figure 17 présente la contraction observée lors d'une stimulation par doses
successives d'ATP. Remarquez comme la contraction est maintenue & son

maximum pendant plus de 15 minutes sans ajout supplémentaire d'ATP.

En absence de Ca™ extracellulaire, obtenue par 3 ringages avec
un tampon de Krebs sans Ca™ et contenant 0.5mM d'EGTA, la média cultivée s'est
relachée pour atteindre un plateau de tension inférieur (figure 18). Dans ces
conditions, la média n'a répondu que trés faiblement a une stimulation & I'ATP et
la contraction produite a été transitoire. De plus, une stimulation additionnelle
n'a pas permis d'augmenter, ou méme de maintenir, le niveau de contraction.

Enfin, la tension post-stimulation est tombé rapidement sous le niveau de base.

33.2.2 Récepteurs purinergiques Pax

L'ap-methyléne adénosine 5'-triphosphate («p-Met ATP) est un
agoniste spécifique des récepteurs purinergiques de type P2x.58% En plus de
stimuler fortement ce type de récepteur, il a aussi comme effet de désensibiliser le
tissu & une seconde stimulation via les récepteurs Pyx. Cette action est également
spécifique au type P2x. Certaines des médias reconstruites ont été stimulées avec
10> M d'af-Met ATP pendant 15 i 20 minutes. Les tissus, avec ou sans af-Met
ATP, ont regu ensuite des doses croissantes et additives d'ATP. Les résultats sont
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Figure 17: Réponse contractile d'une média reconstruite a I'ATP en présence de

Ca™ extracellulaire. Un tracé de contraction représentatif de huit.
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Figure 18: Réponse contractile d'une média reconstruite a I'ATP en absence de

Ca™ extracellulaire. Un tracé de contraction représentatif de trois.



présentés sous forme de pourcentage de contraction par rapport 4 la contraction
produite, pour chaque tissu, par 10> M d'ATP en début d'expérience. Cette fagon
de procéder a été choisie car elle permet de comparer les différents tissus entre eux

malgré des capacités contractiles absolues qui difféerent.

Une stimulation a 'a3-Met ATP & 103 M, une forte dose, ne
cause aucune contraction des médias reconstruites (n=10, résultat non présenté).
Par la suite, une stimulation par des doses croissantes d'ATP a produit une courbe
dose-réponse qui n'a pas varié en fonction de la présence d'ap-Met ATP (figure
19). Ceci permet de conclure que la réponse contractile obtenue suite a une

stimulation a I'ATP n'est pas attribuable & l'action de récepteurs purinergiques de

Pax.
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Figure 19: Effet de l'uﬁ-Mef ATP (103 M) sur la réponse contractile des médias

reconstruites (moyenne de 4 expériences * écart-type). Courbe
dose-réponse en pourcentage de la contraction initiale & I'ATP

(10-3M).
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Le PPADS (1-phosphate-6-azophenyl-2',4'-disulphonic acid
4-sodium) est un inhibiteur compétitif puissant et spécifique des récepteurs
purinergiques de type P2x.587 Afin de confirmer les résultats obtenus avec
I'ap-Met ATP, la capacité du PPADS d'inhiber la réponse contractile des médias

I'ATP a été évaluée.

Les résultats de deux expériences sont présentés aux figures 20 et
21. Dans chacun des cas, 6 tissus ont été exposés a une dose initiale d'ATP afin de
vérifier leurs capacité de réponse. Ces médias reconstruites ont été abondamment
rincées et, au moins 1h30 plus tard, 3 des tissus ont été mis en contact avec 60 uM
de PPADS pendant 30 minutes. Ensuite, les médias, avec ou sans PPADS, ont été
stimulées par des doses croissantes d'ATP. Les résultats de ces expériences sont
présentés séparément car les doses initiale d'ATP n'étaient pas tout a fait
identiques (2x10-3 et 3x10-3). Ces expériences ne montrent pas d'effet inhibiteur
du PPADS et méme, a deux reprises, certains points témoins ont été légérement
plus bas en présence de PPADS. Ainsi, ces résultats confirment ceux obtenus avec
I'ap-Met ATP, c'est-a-dire que la contraction des médias reconstruites, lorsqu'elles
sont stimulées par I'ATP, n'est pas attribuable a l'action de récepteurs

purinergiques de type Pax.

3.3.23 Récepteurs purinergiques Pay

Le Cibacron Blue 3GA, mieux connu sous le nom de réactif
«blue 2» (RB-2), a été utilisé comme un inhibiteur spécifique des récepteurs
purinergiques de type P,y.58 Bien que ces récepteurs ne soient pas considérés
comme prépondérants dans la réponse contractile des vaisseaux sanguins lors de
la stimulation a I'ATP, les conditions de culture particuliéres auxquelles les
médias reconstruites ont été soumises auraient peut-étre pu accentuer

I'expression de ces récepteurs.328,588
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Figure 20: Effet du PPADS (0 ou 60 pM) sur la réponse contractile des médias
reconstruites . Courbe dose-réponse en pourcentage de la contraction

initiale 3 I'ATP (2x10-3 M). (n=3, moyenne + écart-type)

Aprés une dose initiale de 103 M d'ATP afin de vérifier leur
capacité de réponse, les médias reconstruites ont été abondamment rincées et, au
moins une 1h30 plus tard, mises en contact avec le RB-2 pendant 30 minutes. Les
médias, avec ou sans RB-2, recurent ensuite des doses croissantes et additives
d'ATP. Les résultats présentés ici sont le fruit de trois expériences distinctes (trois
médias reconstruites différentes) totalisant 5 tissus traités au RB-2 (deux tissus ont
été éliminés pour cause de réponse trop faible) et 7 tissus témoins. Ces résultats
sont présentés sous forme de pourcentage de contraction par rapport a la
contraction produite, pour chaque tissu, par 103 M d'ATP en début d'expérience.
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Figure 21: Effet du PPADS (0 ou 60 uM) sur la réponse contractile des médias
reconstruites. Courbe dose-réponse en pourcentage de la contraction
initiale a I'ATP (3x10-3 M). (n=3, moyenne % écart-type)

La figure 22 présente les résultats de la premiére expérience et
montre que le RB-2 n'inhibe pas la contraction des médias reconstruites en
réponse 4 I'ATP. La figure 23 présente les résultats d'une seconde expérience.
Dans ce cas, on constate un effet inhibiteur du RB-2 4 de faibles concentrations
d'ATP. Ces résultats s'expliquent fort bien lorsque I'on regarde les tracés de
contraction originaux présentés en figure 24 (avec le RB-2) et en figure 25
(témoin). II devient évident que le RB-2 produit, a lui seul, un effet relaxant qui
semble masquer la réactivité des médias a faibles concentrations d'ATP. Cet effet
relaxant serait 3 de fortes concentrations d'ATP. 1I est possible que cet effet soit
attribuable a une trop forte concentration de RB-2. En conséquence, une troisiéme
expérience a été menée en utilisant le RB-2 a4 3x10-5M. Ces résultats sont présentés
a la figure 26 et I'on peut y voir les mémes résultats que ceux obtenus lors de la



1%

seconde expérience. Les tracés de contraction avaient également le méme profil

que ceux de la seconde expérience.
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Figure 22: Effet du réactif «blue 2» (10 M) sur la réponse contractile des médias
reconstruites (expérience 1). Courbe dose-réponse en pourcentage de la

contraction initiale a I'ATP (10-3 M). (n=3, moyenne * écart-type)

Le fait que de fortes concentrations d'ATP abolissent l'effet du
RB-2 laisse croire que ce dernier n'a eu qu'un effet relaxant non-spécifique et que,
une fois cet effet annulé, les tissus ont répondu a des concentrations d'ATP par
des contractions de méme ampleur avec ou sans RB-2. En conclusion, tel que
montré par la premiére expérience, le RB-2 ne semble pas avoir d'effet inhibiteur
sur la réponse a 'ATP des médias reconstruites. Ceci tend a démontrer que la
réponse contractile obtenue suite 4 une stimulation 3 'ATP n'est pas attribuable a
l'action de récepteurs purinergiques de type P,y. Des expériences complémentaires



seront réalisées afin de pouvoir affirmer avec certitude qu'il n'y a pas de

récepteurs Pyy.
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Effet du réactif «blue 2» (104 M) sur la réponse contractile des médias
reconstruites (expérience 2). Courbe dose-réponse en pourcentage de la
contraction initiale a I'ATP (103 M). (Traités n=1; Témoin n=2;

moyenne + écart-type).



SOO t-.n----cn---a----‘snr‘ WiwPPdPoY S0 0snlplgiasstos

=] ringages
E 400+ vy
D
S 300 T '
= t
) '
S 200 A !
c
9
2 100 1
Y
—
0
s
0

Temps (min)

Figure 24: Effet du réactif «blue 2» sur la réponse contractile des médias
reconstruites 3 I'ATP (106 M, 3x106 M, 105 M, 3x10-5 M, 104 M, 3x10-4
M, 10-3 M, 3x103 M et 6x10-> M) Un tracé de contraction représentatif
de quatre.
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Figure 25: Témoin de l'effet du réactif «blue 2». Réponse contractile des médias
reconstruites a I'ATP (106 M, 3x106 M, 105 M, 3x10-5 M, 104 M, 3x10-4
M, 103 M, 3x10-3 M et 6x10-3M). Un tracé de contraction représentatif
de quatre.
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Figure 26: Effet du réactif «blue 2» (3x105 M) sur la réponse contractile des
médias reconstruites (expérience 3). Courbe dose-réponse en
pourcentage de la contraction initiale a I'ATP (103 M). (Traités n=1;

Témoin n=2; moyenne * écart-type).

3.3.24 Récepteurs purinergiques P2y

Les récepteurs purinergiques de type Pou sont caractérisés, outre
leur sensibilité a4 I'ATP, par leur réponse spécifique & I'uridine 5'-triphosphate
(UTP).322 Toutes les médias reconstruites testées (quatre médias reconstruites
distinctes, lors de quatre expériences distinctes, totalisant 15 échantillons) ont
toujours montré une réponse contractile a2 I'UTP. Les médias reconstruites,
lorsqu'elles sont confrontées a des concentrations croissantes d'UTP, contractent

de fagon graduelle et soutenue (figure 27). Les médias reconstruites paraissent un



peu moins sensibles a I'UTP ( sensibilité = 104 M) qu'a 'ATP ( sensibilité = 106 M
210 M). Ainsi, nous pouvons conclure & la présence de récepteurs purinergiques
de type P35 2 la surface des cellules musculaires lisses des médias reconstruites.

Afin de déterminer si les récepteurs de type Py sont les seuls
responsables de la réponse contractile des médias reconstruites face a I'ATP, nous
avons tenté de saturer les récepteurs purinergiques avec de I'UTP. Cette
expérience est présentée a la figure 28 qui nous montre que, malgré une
pré-contraction avec 3x10-3 M d'UTP, une trés forte dose, une média reconstruite
répond encore a une stimulation par 10-*M d'ATP. Une saturation des récepteurs
a été tentée a nouveau avec des doses additives d'UTP allant jusqua 6x103 M
mais une dose de 103 M d'ATP réussit malgré tout & produire une contraction
additionnelle (figure 29). La figure 29 démontre que les récepteurs a I'UTP
n'étaient pas saturés lors de l'expérience précédente (méme avec a 3x10° M
d'UTP). En conclusion, bien que ces expériences de saturation ne représentent
qu'un nombre limité d'échantillon, il semble que les récepteurs purinergiques de

type P2y ne soient pas les seuls récepteurs purinergiques présents.
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Figure 27: Réponse contractile d'une média reconstruite provoquée par des
doses additives d'UTP. Un tracé représentatif de trois.
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Figure 28: Premier essai de saturation des récepteurs purinergiques par 1'UTP.

Un tracé représentatif de deux.
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Figure 29: Deuxiéme essai de saturation des récepteurs purinergiques par I'UTP
(10t M, 3x10% M, 103 M, 3x10-3 M, 6x10-3 M). ATP 3x10-3 M. Un tracé

représentatif de trois.

3.3.3 Canaux calciques

Nous avons déja vu, a la section 1.3.2.3.1 de l'introduction
générale, que l'entrée de Ca™ dans le cytoplasme de la cellule musculaire lisse
induit la contraction cellulaire. Nous avons également vu que cette entrée
pouvait s'effectuer, ou étre amplifiée, par des canaux calciques sensibles au
potentiel. Le chlorure de potassium (KCl) est couramment utilisé afin de
dépolariser les membranes de cellules musculaires lisses. En effet, le potentiel de
la membrane dépend des gradients ioniques de K*, Na* et de CI. Ainsi, les canaux
calciques sensibles au potentiel s'ouvriront lors de cette dépolarisation et



laisseront entrer le Ca™ extérieur, entrainant une augmentation de Ca
intracellulaire et la contraction cellulaire. Ce phénomene est extrémement rapic
et est considéré comme ayant une grande importance physiologique pour
maintien du tonus musculaire vasculaire.263 Ainsi avons-nous voulu savo
comment les médias vasculaires reconstruites répondraient a une tell

dépolarisation.

33.3.1 Caractére de la contraction au KCl

La réactivité au KCl a été obtenue en changeant le tampon d
Krebs standard des bains a organe pour une solution modifiée ot du KCI (100 mM
final) a été substitué & une partie du NaCl tout en conservant l'osmolarit
constante. Ce changement de tampon entraine la contraction de la médi
reconstruite. La figure 30 présente une telle contraction qui s'avére extrémemen
lente, au lieu de la réponse immédiate attendue, mais d'une ampleur jamai
observée auparavant que ce soit avec de fortes doses d'ATP, d'UTP, d«
bradykinine ou d'histamine. La contraction atteint un maximum en 50 minute:
et diminue trés lentement (contraction encore présente a 70% du maximum apré:
110 minutes). La figure 31 montre une autre contraction au KCl ot I'on peu
constater que le ringage du KCl entraine un retour trés rapide vers la tension de
base. Ceci montre bien que l'effet observé n'est pas attribuable aux ringages
nécessaires lors du changement de tampon, bien qu'ils produisent des

perturbations importantes, mais bien au KCl lui-méme.
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Figure 30: Réponse contractile d'une média reconstruite provoquée par le KCl
(100 mM). Un tracé représentatif de 15.
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Figure 31: Réponse contractile d'une média reconstruite provoquée par le KCl
(100 mM). Effetdu ringage. Un tracé représentatif de six.

3.3.3.2 Détection des canaux calciques sensibles au potentiel

Comme nous l'avons vu, les canaux calciques sensibles au
potentiel sont tenus, de fagon générale, comme responsables de l'effet du KCl sur
les cellules musculaires lisses. Néanmoins, le caractére lent des contractions
observées chez les médias reconstruites ne correspond pas bien au mécanisme

connu du fonctionnement des canaux calciques sensibles au potentiel.

Afin de vérifier la présence de canaux calciques sensibles au
potentiel, un inhibiteur de ces canaux a été utilisé: la nitrendipine (Nit).58? Pour
ce faire, la Nit (1 uM) a été ajoutée avec le KCl (n=3), au pic de contraction (n=3),



ou 30 minutes avant le changement de tampon et pendant la contraction (n=2).
La figure 32 présente la contraction obtenue par l'effet simultané du KCl et de la
Nit. La contraction est lente, forte et soutenue. La figure 33 montre que 1'addition
de la Nit au maximum de contraction n'a pas d'effet sur la contraction produite
par le KClL. La figure 34 présente la contraction obtenue lors d'une incubation de
30 minutes avec la Nit avec la stimulation au KCl (en présence de Nit). La
contraction est particuliérement bien soutenue, bien qu'elle ne paraisse pas aussi
forte que les autres. Néanmoins, l'ampleur de la contraction ne peut étre
précisément évaluée étant donné les effets perturbateurs importants que peuvent

avoir les ringages au KCL.

Le réactif «Bay K» est un agoniste spécifique des canaux
calciques sensibles au potentiel. I a été utilisé (1uM) suite a une
pré-dépolarisation légére avec 25 mM de KCl pendant 15 minutes (n=2). La
dépolarisation partielle n'a pas eu d'effet sur le tonus des médias reconstruites,

pas plus que le «Bay K» d'ailleurs (résultats non présentés).

En conclusion, aucune expérience ne laisse croire a la présence
de canaux calciques sensibles au potentiel fonctionnels. Ces canaux ne sont donc
probablement pas responsables, de fagon significative, de la contraction observée
en présence de 100 mM de KCl.



}

SOO PPEUEPP O O (P v eC R PO P PO Rvrn P el Pl T PocldloProveltReclrouParivedatrcclttadf®e8004gioitioantinas

400 T

300 + , WMWWW
il 2

Tension générée (mg)

200 T |
: .
100+
e
0 % -Qéhb’ﬂﬁﬂ-"..bn"'ﬂﬂ!-”ﬂ..’ﬁ‘.".'--..'-ﬂﬁﬂhIl‘.‘
AA
ringages

KO 100 mM + Nit 1 yM

I3 A a4 ’ i L Il 2 V'l L
T 14 T 4 T ) L 13 i T ‘>

0O 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100 110 120 130
Temps (min)

Figure 32: Effet de la Nitrendipine, ajoutée avec le KCl, sur la réponse contractile
d'une média reconstruite provoquée par le KCI (100 mM). Un tracé

représentatif de trois.
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33.3.3 Ro6le du Ca™ dans la contraction au KCl

Puisque la contraction en réponse au KCl n'est pas liée a I
présence de canaux calciques sensibles au potentiel fonctionnels, nous avon:
voulu vérifier si cette contraction était, tout au moins, reliée & une entrée de Ca*

extracellulaire.

Pour ce faire, des médias reconstruites ont été stimulées avec
un tampon 100 mM KCl sans Ca™ suivi de plusieurs ringages (n=3). Ce traitemeni
n'a pas interféré avec la contraction (résultats non présentés). Par la suite, des
médias reconstruites ont été préalablement rincées a trois reprises avec du
tampon Krebs sans Ca* contenant 0.5 mM EGTA (20 minutes) afin d'éliminer
toute trace de Ca™ avant la stimulation un tampon 100 mM KCl sans Ca™ et avec
0.5mM d'EGTA (n=6). Ce traitement diminue l'intensité des contractions mais
ces derniéres demeurent et restent trés soutenues. La baisse de réactivité pourrait
étre imputable a la déplétion des stocks de Ca™ intracellulaires suite au longs
ringages sansCa™ et avec EGTA. Une seconde expérience a été réalisée mais cette
fois la concentration en EGTA a été portée a 2 mM (n=6). La figure 35 montre que,
bien que l'intensité de la contraction ait diminué par rapport a la stimulation avec
Ca™, la contraction persiste et l'augmentation de la concentration d'EGTA
n'‘accentue pas cette baisse. La phase initiale de la contraction est beaucoup moins
rapide en l'absence de Ca™ mais ceci pourrait étre attribuable a l'effet perturbateur
des nombreux ringages associé a la faible intensité de la contraction. La figure 35
nous montre également que l'ajout soudain de 2.5 mM de Ca™ provoque une
contraction limitée de la média reconstruite suivie par un plateau augmenté
(n=2). Ainsi, le Ca™ extracellulaire n'est pas nécessaire a la contraction au KCl

mais celui-ci facilite cette derniére.
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3.3.4 Activité de la guanylyl cyclase et effet de I'oxyde nitrique

L'oxyde nitrique (NO) est l'un des plus puissants
vasodilatateurs. Par son effet relaxant directe sur les cellules musculaires
lisses.146590 [ 'effet relaxant du NO est la conséquence de son effet stimulant sur la
guanylyl cyclase, 'enzyme produisant le guanosine 5'-monophosphate cyclique
(GMPc).144  Ainsi, I'étude des effets du NO est une avenue de recherche trés
importante dans le domaine vasculaire. Il nous a donc paru important de voir si
les médias vasculaires reconstruites pouvaient répondre au NO, c'est-a-dire, si

elles avaient une guanylyl cyclase fonctionnelle.

La figure 36 présente I'effet du nitroprussiate de sodium (SNP)
sur la contraction d'une média reconstruite induite par une dose de bradykinine
(106 M). Le SNP est une molécule instable qui se dégrade, en solution aqueuse, en
produisant du NO.591 Une dose de 10-> M de SNP produit une relaxation nette et
marquée de la média reconstruite. Une seconde dose, de 104 M de SNP, accentue
cette relaxation. Le bleu de méthyléene (BM) est un inhibiteur de la guanylyl
cyclase et, ainsi, bloque l'effet activateur du NO sur la guanylyl cyclase.’¥2 La
figure 36 montre l'effet du BM qui annule complétement l'effet relaxant du SNP.
Il est & remarquer que cette expérience n'a été réalisée qu'une seul fois (n=3). Par
contre, leffet du SNP a également été vérifié dans d'autres contextes
expérimentaux (n=2). En conclusion, les cellules musculaires lisses des médias

reconstruites possédent une guanylyl cyclase car elles sont susceptibles au NO.
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Figure 36: Détection de la guanylyl cyclase dans les médias reconstruites.

Relaxation induite par le nitroprussiate de sodium et réversibilité de

I'effet par le bleu de méthyléne (n=1).

3.3.5 Réactivité aux chlorure de nickel

Dans ce type d'expérience, le chlorure de nickel est utilisé
comme donneur d'ions Ni**. Ces ions divalents sont utilisés de concert avec le
Ca* extracellulaire afin de démontrer la dépendance d'un phénomeéne face a
I'influx de Ca* extracellulaire. En effet, le Ni** a la propriété de prendre la place
du Ca™ dans les canaux calciques et de bloquer ces derniers. Ainsi, le Ni** bloque

l'entrée de Ca™ dans le cytoplasme de la cellule en présence de Ca™ extracellulaire.

Lorsqu'une média reconstruite est mise en présence de Ni",
avec Ca* extracellulaire mais en l'absence de tout autre stimulus, cette derniere

contracte rapidement et trés intensément (n=6). Cette réaction n'est pas observée



avec des tissus vasculaires ex vivo. La figure 37 présente la contraction observ
suite & l'ajout de 0.1 mM ou 1 mM de Ni”. Les résultats sont présentés e
pourcentage d'une contraction témoin de 103 M d'ATP. La contractic
provoquée par le Ni*” apparait donc beaucoup plus intense que celles obtenue
avec de I'ATP (=300%). L'amplitude de la contraction ne semble toutefois p:
directement reliée a la concentration de Ni** utilisée. Par contre, la vitesse d
contraction, elle, semble étre proportionnelle a la concentration de Ni*. La figur
38 montre clairement la relation de proportionnalité entre la concentration d'un
dose initiale de Ni™ et la vitesse de la réponse contractile d'une médi
reconstruite. Enfin, la figure 39 démontre que, suite au déclenchement de |
contraction par une trés faible dose de Ni™, des doses subséquentes répétées
méme 10 fois plus fortes que la dose initiale, n'entrainent pas une contractio;
plus importante.
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Figure 37: Réponse contractile d'une média reconstruite provoquée par le Ni*".
Tracé de contraction exprimé en pourcentage d'une contraction
témoin a I'ATP (103 M). (n=1)
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Figure 38: Effet de la concentration de Ni™ sur la réponse contractile d'une

média reconstruite provoquée par le Ni™. Tracés de contraction (n=1).
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3.3.6 Réle des macrophages dans la réponse des tissus vasculaires

Un autre exemple de l'utilité d'un tel modéle en recherche
vasculaire est présenté dans cette section. Dans ce cas, les médias cultivées ont été
utilisées pour étayer I'hypothése voulant que la réponse contractile des tissus
vasculaires humains aux agents anaphylactiques soit produite par l'intermédiaire
des macrophages résidents.’9 En effet, 'équipe du Dr F. Marceau s'intéresse
depuis plusieurs années a cette question. Puisque la présence de quelques
macrophages dans la paroi vasculaire suffirait & déclencher une contraction, la
réponse a cette question est difficile a obtenir a partir d'expériences utilisant des
tissu ex vivo. Cependant, les médias vasculaires reconstruites, de par leur nature
cellulaire pure, sont 2 méme de fournir des éléments de réponse a cette question.
En effet, le fait que la média cultivée soit obtenue d'une culture pure de cellules

musculaires lisses en passage écarte la possibilité de cellules contaminantes.

Les médias vasculaires reconstruites et l'artére du cordon
ombilical humain ont répondu a des agonistes vasculaires normaux comme
I'histamine, la bradykinine et le U-46619, un analogue de la thromboxane A
(figure 40). Par rapport a l'artére ombilicale, les médias reconstruites ont réagi par
des contractions beaucoup plus faible (de 3.6 a 20 fois). Néanmoins, bien que
quantitativement beaucoup plus faibles, les contractions obtenues avec notre
modele sont facilement interprétables d'un point de vue qualitatif. La figure 41
nous présente les résultats obtenus avec des agonistes anaphylactiques. Nous
pouvons constater que, contrairement a l'artére ombilicale, les médias
reconstruites ne répondent pas du tout aux agonistes anaphylactiques. Ces
résultats appuient l'idée que les cellules musculaires lisses ne posseédent pas les
récepteurs correspondants. Ceci vient appuyer la théorie selon laquelle la réponse
a ce type d'agoniste n'est pas directement attribuable aux cellules musculaires

lisses dans les tissus vasculaires.
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3.4 Discussion

A laide d'une nouvelle technique d'ingénierie tissulaire, nous
avons produit un tissu tubulaire contenant des cellules musculaires lisses
humaines contractiles. Cette média vasculaire reconstituée présente des
caractéristiques macroscopiques, histologiques et contractiles qui reflétent
plusieurs de celles observées chez la média vasculaire humaine. Les résultats
présentés ici démontrent que ce modéle peut-étre utilisé pour faire des études
pharmacologiques de cortractions en utilisant le méme matériel et les mémes

réactifs que ceux couramment utilisés avec des tissus animaux ou humains.

La plupart des études de contractions vasculaires se sont
effectuées, et s'effectuent toujours, avec des vaisseaux sanguins animaux.
Cependant, les différences inter-espéces étant de mieux en mieux établies, et les
mouvements de protection des animaux étant de plus en plus forts, les
chercheurs se tournent vers l'utilisation de vaisseaux humains ou vers des
méthodes utilisant des cellules en cultures. Malheureusement, les tissus
humains sont souvent difficilement disponibles et d'une qualité trés variable.
Pour ce qui est de modéles de culture cellulaire, bien que certains permettent
d'observer la contraction de cellules musculaires lisses en culture, aucun d’entre
eux ne permet de mesurer de fagon quantitative la force générée par les
cellules.317.323-326 De plus, des cellules musculaires lisses contractiles humaines
n'ont jamais été observées en culture. Ainsi, les médias vasculaires produites par
ingénierie tissulaire présentent un modéle unique qui permet de mesurer les

contractions de cellules musculaires lisses en culture d'origine humaine.

Pour faire de ce modéle un outil pharmacologique utile, il est
nécessaire de bien caractériser ce dernier. En effet, il serait illusoire et prétentieux
de croire que ce modéle reproduit toutes les qualités d'un vaisseau sanguin

humain. II est donc important d'établir dans quels domaines de la recherche
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vasculaire ce modéle pourra servir. Clest dans cet esprit qu'une étude
pharmacologique des récepteurs purinergiques P, a été réalisée. Celle-ci a
démontré que les médias reconstruites ne répondaient pas a une forte dose
d'ap-méthyléne-ATP, le plus puissant agoniste des récepteurs purinergiques de
sous-type P2x.585 De plus, cet agoniste n'a pas produit d'effet désensibilisant sur la
réponse des médias a 'ATP.53 Par ailleurs, la réponse des médias a 'ATP n'a pas
été inhibée par le PPADS, un inhibiteur compétitif, puissant et spécifique des
récepteurs purinergiques de sous-type P;x.587588  (Ces résultats montrent
clairement que les cellules musculaires lisses des médias reconstruites ne
possédent pas de récepteurs purinergiques Ppx. D'autre part, l'utilisation du
réactif «blue 2», un inhibiteur spécifique des récepteurs purinergiques de
sous-type P2y, n'a pas mené a l'inhibition nette de la réponse des médias a
I'ATP.588 Cependant, ce résultat reste incertain et nécessitera confirmation avec
des doses plus faibles de I'inhibiteur. Enfin, 'UTP produit une forte contraction
des médias reconstruites ce qui établit, hors de tout doute, la présence de
récepteurs Poy puisqu'il s'agit du seul sous-type de récepteurs purinergique qui est
sensible a 'UTP.329 Des essais de saturation des récepteurs Py par de fortes doses
d'UTP n'ont pas inhibé la réponse a I'ATP. Ceci laisse croire a la présence d'autres
sous-types de récepteurs purinergiques P; que le sous-type U. Cedi dit, la figure 29
ne montre pas rigoureusement la saturation des récepteurs a I'UTP apres une
dose de 6x10-3M d'UTP. Cependant, il est difficile d'ajouter des doses supérieures

pour des raisons de solubilité et parce qu'elles pourraient causer des artefacts.

Ainsi, la présence de récepteurs de sous-types autres que P2y n'a
pu étre écartée. De plus, I'absence de récepteurs de sous-types P2y n'a pu étre
catégoriquement confirmée. Pour répondre définitivement a cette question, il
faudrait utiliser le 2-méthylthio-ATP qui est I'agoniste le plus puissant des
récepteurs de sous-types Pyy et qui n'a pas d'effet sur le sous-type P>y.32® En
absence de réaction, il faudrait établir I'absence de sous-types de récepteurs jamais
observés chez les cellules musculaires lisses tel que les sous-types P2z ou Pypci2),



ce dernier étant encore mal défini.329331 En effet, il n'existe pas d'inhibiteur

spécifique connu des récepteurs de sous-types Pay.

La présence de récepteurs de sous-types Py n'est pas
surprenante puisque ceux-ci ont été observés sur les cellules musculaires lisses
vasculaires in vivo et en culture.309.588.394-5% Par contre, I'absence de récepteurs
de sous-types Pax est plutét surprenante car ces récepteurs sont largement
distribués sur les cellules musculaires lisses vasculaires et viscérales.349,588,597-600
Ceci dit, son absence a été notée sur des cellules musculaires lisses porcines en
culture.30® Par ailleurs, la présence de récepteurs de sous-type Py serait
surprenante puisque celui-ci est principalement retrouvé au niveau de
I'endothélium dans les vaisseaux sanguins.5825% Cependant, des contractions
associées a des récepteurs de sous-type Py ont déja été observées avec des artéres
mésentériques de rat & de fortes dose d'ATP.58 Pacaud et collaborateurs ont
observé le changement d'expression des récepteurs purinergiques P3 lors de la
mise en culture de cellules musculaires lisses d'aorte de rat.501 Ils ont observé
une perte d'expression de récepteurs de sous-type Pax, une induction de
l'expression des sous-type Pyy, et une expression maintenue des récepteurs de
sous-type Pauy. Ces résultats correspondent bien aux nbtres bien que I'expression

des sous-type P2y n'ait pas été clairement démontrée dans notre modeéle.

Le profil de contraction des médias reconstruites en réponse a
I'ATP n'est pas observé normalement avec des vaisseaux ex viv0.582.588,598 En
effet, cette réponse est habituellement rapide et transitoire alors que nous
observons une réponse soutenue. Cette réponse transitoire est attribuée, in vivo,
aux récepteurs de sous-type Pax qui contrdlent des canaux ioniques
principalement perméables aux ions Ca™ et Na*.328.602 (Ces récepteurs sont
rapidement inactivés mais l'entrée directe de Ca™ peut suffire a4 entrainer la
contraction. De plus, I'entrée de Na°, et de Ca™, provoque la dépolarisation de la

membrane cytoplasmique et une entrée massive de Ca™ par les canaux calciques



sensibles au potentiel ou sensibles au Ca=.263 Dans les médias reconstruites, ce:
récepteurs sont absents tandis que les récepteurs de sous-type Py son
prépondérants. Or, ces récepteurs sont li€s & une protéine G qui active le
métabolisme des phosphates d'inositol et I'[P3 ainsi produit cause la libération de
stocks calciques du réticulum sarcoplasmique. Ainsi, ces récepteurs produiseni
une contraction moins rapide que ceux de sous-type P2x mais celle-ci est soutenue
comme celle observée avec les médias cultivées. Le profil général de contraction
des médias reconstruites en réponse a I'ATP est donc cohérent avec les sous-types

de récepteurs purinergiques identifiés par cette étude.

Le type de contraction observé suite 2 une dépolarisation par
100 mM de KCl est trés étrange. La lenteur de celle-ci ne laisse pas croire a
I'implication des canaux calciques sensibles au potentiel dans cette réponse. De
plus, l'inactivité de la nitrendipine, un inhibiteur canaux calciques sensibles au
potentiel, ainsi que du réactif BAY K 8644, un agoniste partiel des canaux calciques
sensibles au potentiel, laisse croire a l'absence de ces canaux dans ce
modeéle.589.603.60+ Cette absence est surprenante puisque ces canaux sont trés
important dans la réponse contractile des cellules musculaires lisses in viv0.605
Ainsi, ce modéle ne reproduit pas la situation observée in vive en ce qui concerne
les canaux calciques sensibles au potentiel. Cependant, la forte mais lente
contraction observée en présence de 100 mM de KCl reste sans explication.
Celle-ci refléte peut-étre un mécanisme de contraction encore inconnu puisque
caché par la réponse habituellement observée avec des tissus ex vivo? En effet, ce
type de modéle, bien que ne représentant pas parfaitement certains aspects de la
situation observée in vivo, pourrait peut-étre permettre de découplés certains

phénomeénes de la réponse cellulaire habituelle.

La réaction des médias cultivées au Ni** présente également
une réponse surprenante. En effet, le Ni**s'est avéré l'agoniste contractile le plus

puissant jamais utilisé sur des médias reconstruites alors que celui-ci n'a jamais
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été décrit comme un agent contractile chez des tissus vasculaires prélevés in vivo.
Sur les médias reconstruites, le Ni™ semble déclencher une réaction contractile
dont la rapidité est dépendante de la concentration mais dont I'intensité semble
indépendante de la concentration de Ni™ utilisée. Cet effet du Ni™ a été découvert
en fin de stage, donc, peu de travaux ont pu étre réalisés afin de percer le mystére
entourant son meécanisme d'action. Néanmoins, des éléments d'information
supplémentaires seront apportés par l'étude des influx calciques en réponse au
Ni*" (voir le prochain chapitre).

L'étude des agents vasodilatateurs est une spheére de recherche
importante dans le domaine, entre autre, de l'hypertension. Les médias
vasculaires reconstruites pourront étre un outil utile dans ce domaine puisqu'elle
sont sensible a I'effet du NO, le plus important des vasodilatateurs.1465% Cette
sensibilité réveéle la présence d'une guanylyl cyclase fonctionnelle, qui est activée
par le NO, et qui peut étre inhibée par le bleu de méthyléne.592 Ainsi, la

contraction de la média cultivée est sensible a la concentration de guanosine

5'-monophosphate cyclique intracellulaire tel que c'est le cas in vivo.l4+

Les travaux effectués chez le Dr Marceau ont montré que les
médias vasculaires reconstruites répondent a des agonistes vasculaires variés. De
plus, ces travaux montrent bien comment ce type de modeéle peut servir a
apporter des éléments de réponse lorsque les conditions expérimentales in vivo
sont difficilement contrdlables. Dans ce cas, nous avons montré que les tissus
produits in vitro, a partir d'une culture pure de cellules musculaires lisses
humaines en passage, ne réagissaient pas a des agonistes anaphylactiques qui
produisent la contraction des vaisseaux ex vivo. Ceci vient appuyer l'hypothése
selon laquelle la réponse a ce type d'agoniste n'est pas directement attribuable aux
cellules musculaires lisses mais bien aux macrophages résidents des tissus
vasculaires.593 Bien entendu, les conditions de culture peuvent grandement
influencer le phénotype cellulaire, et il est possible que I'absence de réponse soit
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attribuable & une modification des cellules musculaires lisses dans ce modéle.
Une expérience intéressante serait d'ajouter des macrophages humains 4 la média
contractile afin de voir si ceux-ci seraient capables d'induire la contraction des

cellules musculaires lisses en réponse aux agents anaphylactiques.

La principale faiblesse de ce modéle, en tant qu'outil de
recherche pharmacologique, est la variation de la réponse contractile d'un
échantillon en fonction du nombre de stimulations appliquées. En effet, des
expériences préliminaires ont montré que les médias reconstruites répondent
avec moins d'intensité, lors d'une seconde ou d'une troisiéme stimulation, par
rapport a la premiére. Ainsi, ce modéle ne permet pas de comparer des
contractions successives faites sur un méme échantillon, en présence ou abserice
d'un inhibiteur. Dans l'étude des récepteurs purinergiques, des contractions faites
sur différents tissus ont été comparées. C'est pourquoi la contraction observée est
exprimée en pourcentage d'une contraction témoin préalable. Ainsi, la
contraction est relativisée en fonction du potentiel contractile du tissu testé. Cette
méthode est couramment utilisé en pharmacologie. Cependant, le fait de ne
pouvoir se servir d'un tissu comme témoin interne augmente les causes de
variations. Pour cette raison, ce modéle semble plus approprié pour des
protocoles basés sur des variations importantes, par exemple, l'utilisation d'un

agoniste spécifique plutdt qu'un inhibiteur partiel.

Un modéle produit a partir de cellules en culture présente
plusieurs avantages: grande disponibilité, reproductibilité, utilisation possible de
cellules humaines, élimination de questions d'éthique, conditions de culture
variables, composition cellulaire contrdlée, élimination de facteurs indissociables
in vivo, etc. Cependant, tout modéle posséde des limites. Il est donc primordial
d'établir les domaines de recherche o1 il est pertinent d'utiliser un certain
modéle. Dans notre cas, une caractérisation pharmacologique partielle a été
établie et démontre que les médias vasculaires sont aptes & étre utilisées pour



I'étude de nombreuses molécules vasoactives. Par contre, elles présentent aussi
certains comportements qui ne reflétent pas la situation in vive. Ceci pourrait
étre attribuable aux conditions de culture ou a la durée prolongée de la culture.
Ceci dit, cette culture prolongée peut étre mise a profit pour soumettre les cellules

musculaires lisses a des conditions qu'il serait impossible d'établir in vivo.

3.5 Conclusion

En conclusion, nous avons produit un modéle de média
vasculaire contractile humaine & partir de sous-cultures pures de cellules
musculaires lisses de la veine ombilicale. Ce modsle est facile d'utilisation et
permet de mener plusieurs types d'expérience de contraction en utilisant du
matériel et des réactifs classiques en pharmacologie vasculaire. D'autres études
sont nécessaires afin d'élargir son champ d'utilisation, néanmoins, ce modele

parait déja voué a un avenir prometteur.



Chapitre IV

4. Influx calcique dans la média vasculaire

contractile
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4.1 Introduction

Notre média vasculaire humaine, produite par ingénierie
tissulaire, constitue le premier modéle cellulaire contractile composé de cellules
musculaires lisses humaines cultivées (en passage). Il est d'ailleurs le seul
modéle de culture cellulaire 4 permettre une mesure quantitative des forces
contractiles générées par des cellules musculaires lisses en réponse a des agonistes
contractiles physiologiques. Ces mesures peuvent étre obtenues grace a un
appareillage classique de mesure de contraction isométrique couramment utilisé
dans les laboratoires de pharmacologie classique. Cette derniére qualité fait de ce
modeéle un outil particuliérement intéressant pour la recherche pharmacologique

appliquée.

Dans le chapitre précédent, afin d'évaluer la pertinence et la
polyvalence de ce modéle en tant qu'outil de recherche, nous avons entrepris
I'étude des divers aspects de la réponse contractile de la média reconstruite suite a
la stimulation par I'adénosine 5'-triphosphate (ATP). Dans ce chapitre, nous
évaluerons les flux calciques intracellulaires se produisant dans les cellules
musculaires lisses lors de cette réponse. En effet, pour plusieurs types cellulaires,
des réles fondamentaux sont attribués aux variations de la concentration de Ca~
intracellulaire cytoplasmique (Ca™;) que ce soit dans les domaines de l'excitabilité
ou de la contractilité cellulaire.606 Dans le cas des cellules musculaires lisses, il est
établie qu'une augmentation de la concentration du Ca™; entraine la contraction
cellulaire. Cet influx, indépendamment de son origine, méne a la
phosphorylation de la chaine légére de la myosine musculaire.266 Ceci permet
l'interaction myosine-actine et la génération de forces contractiles a partir de liens
phosphore de haute énergie. L'étude des flux caciques lors de la contraction des
cellules musculaires lisses a d'ailleurs mis a jour des modulations complexes de

ces derniers dont l'amplitude, le taux de variation, la persistance et les sources



intracellulaires sont autant de parameétres qui permettent un contréle précis de la

réponse cellulaire (voir section 1.3.2.3.1 de l'introduction générale).

Dans ce chapitre, nous utiliserons une méthode basée sur la
mesure quantitative de I'épifluorescence des cellules musculaires lisses chargées
d'un fluorochrome sensible a la concentration d'ions calcium.507 Les médias
reconstruites se sont avérées un trés bon matériel pour I'étude des variations de la
concentration du Ca™; par cette technique. Parmi les 24 expériences réalisées,
seulement trois se sont avérées non concluantes. Les médias cultivées produisent
de trés beaux tracés de fortes intensités, stables et dont les variations en réponse a

des agonistes sont importantes et trés nettes.

4.2 Matériel et méthode

4.2.1 Tissus utilisés

Les médias reconstruites utilisées pour cette étude étaient
identiques a celles utilisées au cour des expériences de contraction présentées au
chapitre précédent. Ainsi, veuillez vous référer a la section 3.2.1 pour plus de
détails.

4.2.2 Mesure des flux calciques

La méthode de mesure assistée par ordinateur se fait grice a un
microfluorométre (Fluorolog I, SPEX, Edison, NJ, USA) associé a un bain
d'organe isolé horizontal a perfusion.60? Celle-ci est basée sur la propriété d'un
fluorochrome, le Fura-2, d'absorber la lumiére de 340nm lorsqu'il est lié aux ions

Ca*™, alors qu'il absorbe préférentiellement la lumiére de 380nm en absence de



Ca™. Dans les deux cas, le Fura-2 émet de la lumiére a 510nm. Ainsi, ur
fluorométre envoie, par l'intermédiaire d'un microscope a épifluorescence, ur
rayon & 350nm sur les cellules chargées de Fura-2 et celui-ci enregistre la lumiére
émise, a 510nm, par le Fura-2 excité. Ensuite, le fluorometre émet a 380nm e!
enregistre a 510nm toujours. Ces deux opérations sont effectuées plusieurs fois
par seconde. Ainsi, des tracés de l'intensité lumineuse (& 510nm) en fonction du
temps sont obtenus pour une excitation a 350nm et a 380nm pratiquement
simuitanément. La concentration de Ca™;j étant proportionnelle au rapport de
I'intensité lumineuse émise lors de l'excitation a 350nm sur celle émise lors de
l'excitation & 380nm (rapport 350/380), un graphique de ce rapport en fonction du
temps présente les variations de concentration de Ca™ dans le cytoplasme

cellulaire.

De plus, il est possible de déterminer la concentration calcique
réelle a laquelle est exposé le Fura-2 qui se trouve dans le cytoplasme des cellules
chargées. Afin de calculer cette concentration de Ca™, il est nécessaire de procéder
a une étape de calibration. Pour ce faire, les cellules sont, simultanément,
perméabilisées partiellement par l'ionomycine (20uM), dépolarisées par 100mM
de KCl, et stimulées par une dose massive de bradykinine (10uM) dans un
tampon contenant 5SmM de Ca™. Le but de cette étape est de saturer le
fluorochrome intracellulaire de Ca™ et de mesurer son rapport 350/380 que l'on
nomme Rmax. Par la suite, les cellules sont perfusées avec du tampon sans Ca™,
contenant 20mM d'EGTA, jusqu'a ce que le rapport 350/380 soit stable: c'est le
Rmin. Enfin, en utilisant le Rmin, le Rmax, et en soustrayant le bruit de fond
initial, il est possible d'obtenir un graphique de la concentration de Ca™

cytoplasmique en fonction du temps.



4.2.3 Chargement au Fura-2

Avant le chargement, les tissus ont été équilibrés & une tension
de 500mg & 800mg et rincés a plusieurs reprises par le tampon de Krebs (NaCl
119mM, KH,PO4 0.4mM, NaHCO3; 14.9mM, MgSO4 1.17mM, glucose 5.5mM et
CaCl; 2.5mM), gazé avec un mélange 95% Oa : 5% COs, et maintenu 4 37°C. Au
moment du chargement, le tampon a été enlevé et le tissu a été rincé une fois par
une solution composée de: 50ug d'acétoxyméthyle de Fura-2 (Fura-2, AM;
Molecular Probe, Eugene, OR, USA) repris dans 15 pl de DMSO, 15 ul d'acide
pluronique (20% final) et 7.5 ml de tampon de Krebs. La média a été ensuite
incubée 2h dans cette solution a 21°C dans l'obscurité. Au cours de cetie
incubation, le Fura-2, AM pénétre dans les cellules et, suite & une action
enzymatique, est accumulé sous forme de Fura-2, molécule a laquelle la
membrane cellulaire est relativement imperméable. La solution de chargement a
été ensuite retirée et le tissu perfusé par le tampon de Krebs a 37°C pour éliminer
le Fura-2, AM extracellulaire. Le chargement a été confirmé en comparant le
spectre d'absorption (de 300nm & 400nm) avant et aprés chargement: l'apparition
d'un pic d'absorption & 350nm indique la présence de Fura-2 lié au Ca™
cytoplasmique. A moins de précisions contraires, tous les réactifs ont été obtenus

de chez Sigma.

4.3 Résultats

43.1 Le calcium extracellulaire et la réponse calcique a I"ATP

43.1.1 Réponse en présence de Ca™ extracellulaire

Une stimulation a I'ATP, en présence de Ca™ extracellulaire, a

été réalisée a 22 reprises, dans diverses conditions expérimentales, au cours de
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11 expériences distinctes. Dans tous les cas, une augmentation rapide, intense et
transitoire de la concentration de Ca™; a été observée (figure 42). Pour huit de ces
expériences, la calibration a été réalisée. Au cours de ces huit expériences, 10
stimulations ont été enregistrées pour une augmentation moyenne de Ca™;j de 993
+ 601 nm (min./max.: 380 nm a 2200 nm). Ces stimulations ont été toutes
réaiisées dans des conditions semblables mais non identiques. Ces résultats ont
été obtenus avec des tissus dgés de 54 + 17 jours (min./max.: 29-76). La réponse
calcique n'a pas été influencée par I'dge des tissus. Ainsi, il apparait clairement
que les média cultivées répondent a une stimulation a I'ATP par une
augmentation du Ca™j en présence de Ca™ extracellulaire. Ceci correspond bien

aux observations de contractilité présentées au chapitre précédent.

Bien que la présence d'une réponée calcique ait été trés
constante, le profil de variation du Ca™; observé en réponse a I'ATP a été assez
variable. En effet, 16 stimulations réalisés dans des conditions idéales ont produit
un profil pouvant étre classé dans une de ces trois catégories: le pic initial du Ca™;,
intense et transitoire, est suivi par un retour approximativement au niveau de
base (n=5), par un plateau légérement au-dessus du niveau de base (n=6), par une
baisse sous le niveau de base puis un retour approximativement au niveau de
base (n=5). Donc, les médias cultivées répondent toujours & une stimulation a
I'ATP par une augmentation intense, rapide, et transitoire du Ca™j. Cependant, le
niveau du Ca”™; post-stimulation n'a pu étre précisément établi. Néanmoins, il

est clair que celui-ci est voisin du niveau de base.
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Figure 42: Concentration de calcium cytoplasmique en fonction du temps lors de
la stimulation ci'une média vasculaire par 'ATP (ImM) en présence
de Ca™ extracellulaire. STD: tampon standard avec Ca™. Un tracé
représentatif de 10.

43.1.2 Réponse en l'absence de Ca™ extracellulaire

L'augmentation du niveau de Ca™; implique l'apport de Ca™
dans le cytoplasme de la cellule. Ce Ca™ peut provenir de deux sources: du milieu
extracellulaire ou d'organelles de stockage de Ca*™ inaccessibles au Fura-2
(principalement le réticulum sarcoplasmique). Afin de déterminer la dépendance
de l'augmentation du niveau de Ca™; vis-a-vis du Ca™ extracellulaire, des
stimulations & 'ATP ont été réalisées en I'absence de Ca™ extracellulaire.



Lors de telles expériences, les médias sont perfusées pendant £
minutes avec un tampon de Krebs sans Ca™ et en présence de 0.5mM d'EGTA. Ce
traitement enléve toutes traces de Ca™ extracellulaire et abaisse visiblement le
niveau de Ca™; (figure 43). Une stimulation a I'ATP, en absence de Ca~
extracellulaire, a été réalisée a 14 reprises, dans diverses corditions
expérimentales, au cours de 10expériences distinctes. Dans tous les cas, une
augmentation nette et transitoire du Ca™; a été observée. De plus, cet influx
calcique a été toujours suivi par une baisse, plus ou moins intense, du niveau de
Ca™; sous le niveau de base pré-stimulation, et par l'établissement, lors
d'enregistrement suffisamment longs, d'un plateau & ce niveau (figure 44). Pour 5
des stimulations réalisées dans des conditions idéales, la calibration (une étape
nécessaire a I'évaluation de la concentration réelle de Ca™; ) a été obtenue. Une
augmentation moyenne de Ca™;j de 585 £ 523 nm (min./max.: 200 nm a 1500 nm)
a été observée. Ainsi, il apparait clairement que la réponse calcique des médias
cultivées, suite a la stimulation par I'ATP, ne dépend pas entiérement de la

présence de Ca™ extracellulaire.

43.13 «Quench» par le manganése

Afin de mettre en évidence l'entrée du Ca™ extracellulaire lors
de la stimulation a I'ATP, la technique dite du «manganese quench» a été utilisée.
Celle-ci est basée sur les propriétés du Mn™ de pouvoir pénétrer dans la cellule par
les canaux calciques et de produire I'extinction, «quench», du Fura-2. Ainsi,
lorsque le Ca™ extracellulaire est remplacé par du Mn*" (2.5mM), celui-ci pénétre
lentement, mais 4 un rythme constant, dans la cellule et entre en compétition
avec le Ca™ pour le Fura-2. Ceci entraine l'extinction de ce dernier, ce qui se

traduit par une baisse linéaire de l'intensité de la lumiére émise («quench»).
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Cette entrée du Mn" ne s'opére pas par les canaux calciques, qui sont fermés, mais
par perméabilité non spécifique a travers la membrane cellulaire. Au moment de
la stimulation par I'ATP, s'il y a ouverture de canaux calciques pour permettre
I'entrée de Ca™ extracellulaire, I'entrée de Mn™ extracellulaire sera accélérée et

I'extinction du Fura-2 progressera plus rapidement.

La figure 45 présente un bel exemple de l'extinction produite
par le Mn™. A 600s, la média est en absence de Ca™ extracellulaire depuis 5
minutes et le niveau de Ca™; est stable. Le Mn™" est ajouté a 660s produisant une
baisse linéaire de l'intensité de la lumiére émise aussi bien par l'excitation a
350nm (tracé du haut) que celle a 380nm (tracé du bas). A 800s, I'ATP est ajoutée
et produit une élévation transitoire- du Ca™; aprés quoi l'intensité de la lumiére
émise reprend sa descente linéaire. Cette derniére diminution linéaire se fait: 1)
dans le prolongement et 2) parallelement a la baisse observée avant la
stimulation. Ceci démontre respectivement que: 1) le taux d'entrée de Mn™ n'a
pas varié au cours de la stimulation par I'ATP et que 2) le taux d'entrée de Mn™~
reste le méme aprés stimulation par I'ATP (trés légére diminution). En
conclusion, la technique du «manganese quench» n'a pas permis de mettre en

évidence l'entrée de Ca" extracellulaire lors de la stimulation par I'ATP.
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Figure 43: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une
média vasculaire par I'ATP (ImM) en absence de Ca™ extracellulaire.
STD: tampon standard avec Ca™. 0CAL: tampon sans Ca™ avec 0.5mM
d’EGTA. Un tracé représentatif de 10.
Remarques générales: 1) La concentration de Ca™; est proportionnelle
au rapport de l'intensité lumineuse émise lors de l'excitation a 350nm
sur celle émise lors de l'excitation & 380nm. 2) Dans ce type
d'enregistrement, celui-ci est interrompue lors des ringages dont les
durées sont indiquées. Le niveau observé est celui i la fin de la
période de ringage. L'échelle du temps n'est donc pas continue.
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Figure 44: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une
média vasculaire par 'ATP (1mM) en absence de Ca™ extracellulaire.
STD: tampon standard avec Ca™. 0CAL: tampon sans Ca™ avec 0.5mM

d'EGTA. Un tracé représentatif de 4.
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Figure 45: Lumiére émise a 510nm en fonction du temps et la longueur d'onde
d'excitations (350nm = tracé du haut, 380nm = tracé du bas) lors de la
stimulation d'une média reconstruite par I'ATP (ImM) en présence
de Mn" extracellulaire. Un tracé représentatif de 2. (Voir le texte pour

une description détaillée).
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43.1.4 Le cas du nickel

Le Ni™" est couramment utilisé lors d'expériences sur les flux
calciques comme bloqueur non spécifique des canaux calciques. Il a été utilisé afin
de déterminer si le léger plateau du Ca™;, parfois observé aprés la réponse calcique

a 'ATP, était le résultat d'une entrée de Ca™ extracellulaire.

Lors de 3 expériences distinctes, 5 perfusions au Ni™ ( 1 ou
0.lmM ) ont été réalisées immédiatement aprés une stimulation 4 'ATP. A notre
grand étonnement, lors de toutes les stimulations, le Ni a produit une forte
élévation transitoire du Ca™; (figure 46). Ce pic calcique est généralement suivi
d'une baisse du niveau du Ca™j sous le niveau de base et d'une remontée de
celui-ci vers le niveau de base. Ainsi, le traitement au Ni™ produit une éiévation
intense et transitoire du Ca*"j semblable a celle observée lors d'une stimulation a
I'ATP. Le Ni™" se comporte donc, avec les médias cultivées, comme un agoniste

calcique plutdét qu'un bloqueur non spécifique des canaux calciques.

4315 Utilisation du lanthane

Le La™" posséde également la propriété de bloquer les canaux
qui permettent l'entrée du Ca™ extracellulaire dans la cellule. Il a été utilisé une
seule fois pour déterminer si le niveau de Ca™; post-stimulation a I'ATP était
dépendant d'une entrée continue de Ca™ extracellulaire. La figure 47 présente
cette expérience. Suite a la stimulation a 'ATP, un faible plateau du niveau de
Ca"; post-stimulation est présent. Le La™ (0.2mM) est alors ajouté, en présence
de Ca* extracellulaire, et une baisse du Ca"; semble survenir. Malheureusement,
malgré une forte fluorescence, le niveau de base de Ca™j n'est pas stable et les

résultats obtenus ne sont pas nets. En conclusion, cette expérience unique suggere



que le faible plateau du niveau de Ca™j observé suite a la stimulation & I'ATI

pourrait étre di a une entrée de Ca™ extracellulaire.
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Figure 46: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une
média vasculaire par 'ATP (1mM) et le Ni™ (ImM). STD: tampon
standard avec Ca™. Un tracé représentatif de 3.
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Figure 47: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une
média vasculaire par 'ATP (1mM) et le La™ (0.2mM). STD: tampon
standard avec Ca™. Un tracé unique.

4.3.2 Les stocks calciques intracellulaires et la réponse a I'’ATP

43.2.1 Sensibilité a la caféine

Puisque le réle du Ca™ extracellulaire semble étre secondaire
lors de la réponse calcique suite a la stimulation a I'ATP (voir section 4.3.1.2), la
source principale de Ca™ devrait étre les stocks calciques retenus dans le réticulum
sarcoplasmique. Ces stocks sont définis par leur sensibilité A certaines drogues. La
caféine est un agoniste des canaux calciques du réticulum sarcoplasmique et

permet donc de vider les stocks calciques sensibles A la caféine.255. 608



Afin de déterminer l'existence de stocks calciques sensibles a la
caféine, cette derniére a été utilisée a4 une concentration de 10mM, dans un
tampon sans Ca™ et avec EGTA. Aucun effet n'a été observé au cours des 50s de
perfusion avec la drogue. Une seconde expérience a été effectuée, a 25°C au lieu
de 37°C, car la caféine aurait un effet plus marqué a cette température. De plus, le
temps d'enregistrement a été allongé a 100s post-stimulation. Cette expérience
donna les mémes résultats que la précédente. Lors d'une troisiéme expérience, la
perfusion de la caféine, 10mM & =25°C, a été précédée par une perfusion avec un
tampon sans Ca™, pendant 5 minutes, afin de mettre en relief le Ca™ libéré par la
caféine. Cependant, lors de la perrusion a la caféine, seule une baisse du Ca™; a été
observée. Cette expérience a été répétée mais, cette fois, l'enregistrement
post-stimulation a été allongé & 230s consécutives et des lectures aprés 5, 10 et 13
minutes ont été effectuées (figure 48). Cette expérience confirme toutes celles
réalisées jusque la et montre que l'absence de réponse n'est pas imputable & des

limites d'enregistrement.

En présence de Ca™ extracellulaire, une perfusion a la caféine
(10mM, 37°C) ne modifie pas l'intensités de la réponse calciques suite a une
stimulation a I'ATP (figure 49). De plus, cette expérience révéle que la perfusion a
la caféine cause une baisse du Ca™"j lors de la présence de Ca™ extracellulaire.
Toutefois, certains événements inexpliqués au début de cette expérience laissaient
flotter un doute quant a la qualité de cette observation. La perfusion a la caféine
en présence de Ca* extracellulaire a donc été répétée en fin d'expérience (figure
49). Celle-ci confirme la baisse de Ca™;j lors de la perfusion en présence de Ca™
extracellulaire. En conclusion, aucun stocks sensibles a la caféine n‘ont pu étre

mis en évidence lors des 5 expériences réalisées a cette fin.
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Figure 48: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une

média vasculaire par la caféines (10mM). STD: tampon standard avec
Ca~. O0CAL: tampon sans Ca™ avec 0.5mM d'EGTA. Un tracé

représentatif de 3.
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Figure 49: Rapport 350/380nm cn fonction du temps lors de la stimulation d'une média vasculaire par la caféines
(10mM) ct & I'ATP (ImM). STD: tampon standard avec Ca**. OCAL: tampon sans Ca** avee 0.5mM
d'EGTA. (?): comportement inexpliqué. Un tracé représentatif de 2,
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4322 Sensibilité a la ryanodine

La ryanodine est une drogue qui ouvre les mémes canaux
calciques du réticulum sarcoplasmique que la caféine. Le stock calcique sollicité
lors de ces stimulations est d'ailleurs connu sous le nom de «stock sensible a la
ryanodine» («ryanodine sensitive»).6% Dans le but de confirmer les résuitats
obtenus avec la caféine, quelques expériences ont été réalisées avec la ryanodine.

Une perfusion de 3 minutes avec 10 pM de ryanodine, en
I'absence de Ca™ extracellulaire, ne modifie pas significativement la réponse
calcique 2 'ATP. Une légeére baisse du niveau Ca™j a été observée et pourrait
simplement étre attribuable a I'absence de Ca™ extracellulaire. Par contre, lors
d'une autre expérience, la perfusion a la ryanodine, en présence de Ca™
extracellulaire, fit augmenter significativement le riveau de Ca™; et sembia
inhiber sérieusement l'augmentation du niveau de Ca™; en réponse a I'ATP.
Cependant, ce tissu avait subi plusieurs stimulations auparavant et ces
observations devaient étre confirmées. La figure 50 montre qu'une perfusion a la
ryanodine provoque une augmentation nette du Ca™j en présence de Ca™
extracellulaire. Ceci confirme les résultats précédents et laisse croire a la présence
de stocks sensibles a la ryanodine. Cette augmentation du Ca™; disparait aprés 10
minutes de perfusion ce qui est cohérent avec l'épuisement des stocks sensibles a
la ryanodine. La média a été alors débarrassée du Ca™ extracellulaire (pour éviter
que les stocks se rechargent) et stimulée a 'ATP (figure 50). La réponse calcique
produite est nettement moins intense que celle obtenue avant perfusion a la
ryanodine. De plus, 15 minutes de ringage avec Ca™ extracellulaire, afin de
recharger les stocks, suivies de 5 minutes de ringage sans Ca™ extracellulaire,
permettent & la média de répondre & I'ATP avec une intensité comparable a celle
observée avant le traitement a la ryanodine (figure 50). La réponse a la
bradykinine semble également étre sensible  la ryanodine. En conclusion des
stocks sensibles & la ryanodine semblent bien sollicités lors de la stimulation a
I'ATP.
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43.2.3 Sensibilité a la thapsigargine

La thapsigargine est un inhibiteur irréversible de la pompe
calcique du réticulum sarcoplasmique.606 La sensibilité & cette drogue définit les
«stocks sensibles & la thapsigargine». La thapsigargine est utilisée en suivant la

méme stratégie que celle utilisée pour la caféine ou la ryanodine.

Trois expériences ont montré que la thapsigargine (5uM), en
I'absence de Ca™ extracellulaire, ne produit aucun effet immédiat (~150s a 200s)
sur le niveau de Ca™j (figure 51). De plus, deux expériences ont indiqué que,
malgré le traitement a la thapsigargine, méme prolongé, les cellules sont en
mesure de refaire rapidement, et au .moins partiellement, leurs stocks calciques en
présence de Ca™ extracellulaire. Afin de metire en évidence leffet de la
thapsigargine, la figure 51 présente également les résultats obtenus lors d'une
perfusion prolongée a la thapsigargine (15 minutes), en l'absence de Ca™
extracellulaire. Ainsi, cette perfusion, précédée par un ringage de 5 minutes sans
Ca™ extracellulaire, abolit presque complétement la réponse calcique a I'ATP.
Cependant, I'expérience témoin démontre que l'inhibition de la réponse observée
peut s'expliquer par la simple privation de Ca™ extracellulaire pendant 20
minutes (figure 52). L'expérience suivante tenta de contourner le probléme en
procédant a une perfusion prolongée a la thapsigargine (15 minutes), en présence
de Ca™ extracellulaire, et suivie immédiatement par une perfusion a Ia
thapsigargine de 5 minutes, sans Ca™ extracellulaire, et enfin, par une stimulation
a I'ATP. Ce traitement n'a produit aucune inhibition de la réponse calcique a
I'ATP. Rappelons toutefois que cette expérience a été réalisée avec un tissu trés
peu réactif. En conclusion, les stocks calciques sensibles a la thapsigargine n'ont

pu étre mis en évidence par les expériences réalisées.
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Figure 51: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une
média vasculaire par la thapsigargine (5uM) et & I'ATP (ImM). STD:
tampon standard avec Ca™. 0CAL: tampon sans Ca™ avec 0.5mM
d'’EGTA.

4324 La réponse calcique au chlorure de potassium

Le KCI (100mM) est réguliérement utilisé lors de l'étude des
influx calciques dans les cellules musculaires lisses car, en dépolarisant la
membrane cellulaire, il provoque I'ouverture de canaux calciques dépendants du
potentiel («voltage operated channels»), ce qui entraine une entrée massive du
Ca™ extracellulaire dans le cytoplasme cellulaire. Ce traitement est utilisé pour

provoquer une contraction rapide et maximale des cellules et favorise le



remplissage des stocks intracellulaires en fournissant une forte concentration de

Ca™ cytoplasmique.
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Figure 52: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une
média vasculaire par I'ATP (1mM) aprés une longue perfusion sans
Ca™. STD: tampon standard avec Ca™. 0CAL: tampon sans Ca™ avec
0.5mM d'EGTA.

Au cours des nombreuses expériences réalisées, un ringage de
S minutes au KCl 100mM a été utilisé a plusieurs reprises dans le but de recharger
les stocks calciques intracellulaires et, ainsi, de permettre des réponses calciques
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lors d'une deuxiéme ou troisiéme stimulation. Il est rapidement devenu évident
que les médias cultivées ne répondaient pas de fagon classique a ce traitement. En
effet, le KCl n'a entrainé ni une montée fulgurante du Ca"j, ni une contraction
rapide de la média cultivée. En effet, tel que présenté dans le chapitre précédant,
le KCl provoque une contraction trés importante, et soutenue, des médias
cultivées mais celle-ci ne se développe qu'en plusieurs minutes. Afin de mieux
comprendre ce phénomene, les effets du KCl sur le niveau du Ca™; des médias

cultivées ont été analysés.

Lors de 8 expériences distinctes, 11 stimulations au KClI firent
I'objet d'un enregistrement permettant d'observer une faible augmentation du
niveau de Ca”j. La figure 53 présente les effets du KCI dans des conditions
optimales (niveau de base stable et enregistrement prolongé). Une faible
augmentation du Ca™j a pu étre observée suite a la stimulation au KCl. Celle-ci
établit un plateau de l'ordre de 50nM, pendant environ 100s, qui s'estompe
progressivement, et qui a disparu aprés 12 minutes. Cette expérience montre
aussi qu'en présence continue de KCI le niveau de Ca™j reste au niveau de base
pendant 60 minutes, et que la cellule reste en mesure de répondre normalement a
une stimulation par ImM d'ATP. Une seconde expérience a confirmé ces
résultats: plateau d'environ 50nM, retour au niveau de base en moins de
5 minutes, stabilité du niveau de base jusqu'a 60 minutes et persistance de la
réponse calcique suite a une stimulation aprés 60 minutes. Deux expériences
additionnelles ont situé la durée de cette réponse calcique entre 3 et 5 minutes et
confirment son ordre de grandeur. Par ailleurs, la nitrendipine (1uM), qui est un
bloqueur des canaux calciques dépendants du potentiel, n'a pas influencé pas la
réponse au KCl lorsqu'elle est ajoutée apreés la disparition du plateau initial. En
conclusion, le traitement au KCl 100mM provoque une légére augmentation du

niveau de Ca™;j qui retourne au niveau de base en 3 a 5 minutes.
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Figure 53: Concentration du calcium cytoplasmique en fonction du temps lors de la stimulation d'une média
vasculaire par le KCI (100mM) et 'ATP (1 mM). STD: tampon standard avec Ca**. "/" indique le temps
de stimulation par le KCI. L'échelle du temps n'est donc pas continue. Un tracé représentatif de 4.



43.25 La réponse calcique a la bradykinine

La bradykinine (BK) a été utilisée a 7 reprises (10uM), au cour:
de 5 expériences distinctes, et s'est avérée étre un agoniste extrémement puissan
(figure 54). Celle-ci semble d'ailleurs &tre plus puissante que 'ATP a ImM. Apre:
le pic initial de Ca™}, en présence de Ca™ extracellulaire, le niveau de Ca™; établii
un plateau au dessus du niveau de base (figure 35, premiére stimulation). Par
ailleurs, le Ca™ extracellulaire semble jouer un réle mineur dans la réponse
calcique a la BK; il serait responsable de 20% a 25% de la contraction (figure 53,
seconde stimulation). En l'absence de Ca™ extracellulaire, le niveau de Ca™;
post-stimulation chute sous le niveau de base initial comme cela a été le cas avec
I'ATP (n=2). En conclusion, la BK est un agoniste trés puissant et semble avoir la

méme dépendance face au Ca™ extracellulaire que la réponse calcique générée par
I'ATP.
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vasculaire par la bradykinine (1 pM) et I'ATP (1 mM). STD: tampon standard avec Ca*+,



C Hi 7

0 :

n

C

c 6E- 107

n _

t “_ ._

r N .

a S Fp v i I8 _ _ﬁ HOORS TYT§ Y| ~

t Aoy i

i | %\ _ ﬂ

0 2E-G7. ._ L,......_ P X ...‘.P.H,r; 1.#—- \ *n ra

n i . ..3.. ot ATV . R v.._..;.,:-...... . f B 1 H.@
S (T B U (P TR il mw..,....u.z

sz . g SO TR T .._...Z.

OO e e — s
¢ 280 e 6 G )
Temps (s)

Figure 55: Concentration du calcium cytopl
vasculaire p

asmique en fonction du temps lors de la stimulation d'une média

ar la bradykinine (1 tM) avee et sans Ca++ extracellulaire.



4.4 Discussion

441 Le réle du Ca~ extracellulaire dans la réponse calcique a
I'ATP

Les médias cultivées ont toujours répondu a une stimulation a
I'ATP par une augmentation intense, rapide et transitoire du Ca™; et ce, en
présence ou en absence de Ca™ extracellulaire. Cependant, au cours des multiples
expériences réalisées en présence de Ca™ extracellulaire, le niveau du Ca™;
post-stimulation n'a pu étre établi de fagcn précise. En effet, compte tenu de
I'échelle des graphiques, il est parfois malaisé de déterminer si le niveau de Ca*;
post-stimulation est légérement inférieur, légérement supérieur ou égal au
niveau de base pré-stimulation. Par exemple, la stimulation de la figure 54, qui a
été la plus forte enregistrée (pic = 2200nM Ca"j), semble donner lieu a un plateau
équivalent au niveau de base (niveau de base est a 44s) mais cela reste difficile a
déterminer a la simple observation de ce graphique. Par contre, lors de réponses
moins fortes, les faibles différences de niveau peuvent étre plus facilement
établies. Ceci dit, il n'est pas certain que de si faibles différences de Ca™; soient
significatives car il est clair que le niveau du Ca™; post-stimulation reste voisin du
niveau de base. Lors de futures expériences, il serait intéressant de procéder a
plusieurs stimulations a I'ATP sur une méme média afin d'évaluer si leur
comportement varie en fonction du nombre de stimulation subit comme c'est le
cas au point de vue contractile. De plus, des enregistrements post-stimulation
plus longs devraient étre réalisés afin d'établir clairement le comportement du
niveau de Ca™; post-stimulation. Ceci dit, bien qu'il ait été démontré que I'ATP,
en présence de Ca™ extracellulaire, produit une contraction soutenue des médias
cultivées (voir chapitre IIl), cette contraction ne peut s'expliquer par un plateau
significatif du Ca™; post-stimulation. Ceci laisse croire a l'existence de

mécanismes contractiles extrémement sensibles au Ca™ ou a une persistance de
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I'effet du pic initial du Ca™; attribuable, par exemple, a I'absence de mécanismes
de rétroaction négative,

Lors d'une stimulation & I'ATP en absence de Ca™
extracellulaire, les médias cultivées répondent également par une augmentation
intense, rapide et transitoire du Ca™; Par ccntre, le niveau de Ca™j
post-stimulation ne revient pas a des valeurs voisines du niveau de base mais
s'établit invariablement sous celui-ci. De plus, une comparaison des
augmentations moyennes de Ca™; (pic initial) en présence et en absence de Ca™
extracellulaire suggeére une baisse de l'intensité de la réponse de l'ordre de 40%
(993 £ 601 nm vs 585 £ 523 nm). Cependant, cette évaluation quantitative n'est
pas significative (p=0.2 au T-Test de Student). Ainsi, malgré cette variabilité, il est
possible d'affirmer que la présence de Ca™ extracellulaire n'est pas essentielie a la

réponse calcique mais que celui-ci semble I'améliorer.

Ces résultats correspondent bien aux résultats obtenus sur la
contractilité des médias en l'absence de Ca™ extracellulaire (voir chapitre Ill). En
effet, dans ces conditions, la contraction des médias cultivées est affaiblie et trés
peu soutenue. L'absence de contraction soutenue s'explique bien par une
diminution significative du niveau de Ca™; post-stimulation. Cependant, une
contraction significativement plus faible s'explique mal par une diminution,
généralement peu importante, du pic calcique initial. Néanmoins, étant donné le
décalage important entre le pic de Ca™; (=30s aprés addition de I'ATP) et la
contraction maximale des médias cultivées (=300s a 600s aprés addition de I'ATP),
il est probable que la chute du Ca™ post-stimulation sous le niveau de base inhibe
le développement de la contraction qui aurait eu lieu avec un niveau de Ca™;
normal. En ce qui concerne les récepteurs purinergiques, l'effet marginal de
I'absence de Ca™ extracellulaire est cohérent avec la présence majoritaire de
récepteurs de sous-type P2y puisque ceux-ci sollicitent les stocks intracellulaires de
Ca*.609
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4.4.2 L’entrée du Ca extracellulaire lors de la réponse calcique a I’ATP

Afin de démontrer I'entrée de Ca™ extracellulaire lors de la
stimulation a I'ATP, trois ions ont été utilisés: le Mn™, le Ni™ et le La*".314610
Tous trois ont la propriété de bloquer non-spécifiquement les canaux calciques
permettant l'entrée du Ca™ extracellulaire dans le cytoplasme cellulaire. La
méthode du «manganese quench» a été utilisée avec succés pour démontrer qu'il
n'y a pas d'entrée du Ca™ extracellulaire par des canaux calciques au cours de, ou
apres, la stimulation par I'ATP.610 De plus, le fait que I'augmentation transitoire
du niveau de Ca™j en réponse a I'ATP soit, malgré la présence du Mn",
observable par l'intermédiaire du Fura-2 confirme que les stocks calciques
cellulaires sont responsables d'une’ bonne partie de la réponse a I'ATP. Par
ailleurs, afin d'expliquer la différence entre les niveaux du Ca™;j post-stimulation
en présence et en absence de Ca™ extracellulaire, la possibilité d'une faible entrée
de Ca™ extracellulaire post-stimulation a été étudiée. La méthode du «manganese
quench» est efficace pour mettre en évidence les influx calciques relativement
importants, cependant, elle n'est pas assez sensible pour détecter de faibles entrées
calciques. Par contre, I'ajout d'un bloqueur des canaux calciques aprés le pic de
Ca™;j initial, en présence de Ca™ extracellulaire, permet de mettre en évidence ces

faibles entrées calciques. Ce type d'expérience a été réalisé avec du Ni~ etdu La™.

Dans le cas du Ni*, de fortes augmentations du Ca™; ont été
enregistrées lors de l'ajout de celui-ci. Ce phénoméne, trés surprenant, ne peut
s'expliquer par un effet du Ni** sur le Fura-2 car cette hypothése a déja été écartée
par des expériences contréles. Ainsi, le Ni* produit donc réellement une
augmentation du Ca™;j. En effet, les médias cultivées répondent par de trés fortes
contractions, relativement rapides et bien soutenues, a des doses équivalentes, et
plus faibles, de Ni** (voir chapitre II). 11 serait intéressant de réaliser des
stimulations au Ni** en l'absence de Ca™ extracellulaire afin de déterminer si

l'augmentation de Ca"™; observée provient d'une entrée de Ca™ extracellulaire ou
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d'une stimulation des stocks intracellulaires. De plus, il serait important de
déterminer si le Ni*" produit son effet en pénétrant dans la cellule ou par une
action sur des éléments membranaires. En effet, il a été récemment démontré que
le Mn™ pouvait avoir un effet contractile sur des cellules musculaires lisses a des
concentrations millimolaires.6!11 Dans ce cas, le Mn* pénétre dans la cellule et
active directement avec les protéines contractiles de la cellule. Etant donné les
ressemblances structurales et fonctionnelles qui existent entre ces deux cations, le
Ni"" pourrait agir par le méme mécanisme en plus de causer une élévation du
Ca~;j.

Dans le cas du La™, la seule expérience réalisée suggére
l'existence d'un faible influx calcique post-stimulation et laisse donc croire & un
role possible du Ca™ extracellulaire dans le maintien du niveau de Ca™;j
post-stimulation. Pour s'en assurer, il serait impératif de répéter cette expérience.
Cette conclusion serait cohérente avec les trés faibles contractions obtenues en
absence de Ca™ extracellulaire (chapitre III).

L'entrée de Ca™ extracellulaire lors de la stimulation par 'ATP
a été décrite pour des cellules musculaires lisses vasculaires en culture.é12 Dans ce
cas, I'entrée de Ca™ post-stimulation a été observée en présence continue d'ATP
mais n'était pas attribuable a l'ouverture de canaux calciques sensibles au
potentiel. Cette entrée continue de Ca™ produit des oscillations calciques, faibles
mais stables (>30 min) , qui disparaissent en absence de Ca™ extracellulaire. Ce
phénomeéne explique peut-étre la persistance des contractions & des niveaux
globaux de Ca*; bas. En effet, la mesure du Ca*j obtenue avec la méthode que
nous avons utilisée donne une moyenne du Ca™; de plusieurs cellules a la fois.
Or, les oscillations calciques ne sont visibles que lors de l'observation individuelle
d'une cellule.613 Par ailleurs, les influx calciques en réponse a la stimulation des
récepteurs purinergiques ont été décrits pour cellules musculaires lisses

vasculaires porcines en culture.3® L'influx calcique de ces cellules, qui étaient



également trés sensibles a 'UTP, ont montré une faible dépendance face au Ca™
extracellulaire. Par contre, une privation prolongée en Ca™ extracellulaire, ou un
blocage des canaux calciques, ont mené i ['épuisement des stocks calciques
cellulaires et ont inhibé la réponse calcique. Fait intéressant, le Ni™ a été utilisé
pour bloquer l'entrée de Ca™ extracellulaire lors de cette étude. De plus, un
inhibiteur des canaux calciques sensibles au potentiel n'a pas inhibé l'entrée de

Ca"™ extracellulaire vers les stocks cellulaires.

Pris dans leur ensemble, tous ces résultats montrent que le Ca™
extracellulaire ne joue pas un réle essentiel dans l'augmentation du niveau de
Ca™j en réponse a 'ATP. Par contre, celui-ci est essentiel pour le maintien du
niveau de Ca™; post-stimulation qui chute brutalement en l'absence de Ca™
extracellulaire. Le mécanisme de cette dépendance pourrait étre mis en évidence
par des expériences additionnelles utilisant le La™ ou le Co™ (un autre bloqueur
de canaux calciques).3® Ainsi, l'influx calcique observé lors de la stimulation par
I'ATP provient essentiellement des stocks intracellulaires de Ca™. Ceux-ci
peuvent étre progressivement vider en absence de Ca™ extracellulaire ce qui
s'accompagne d'une diminution de la réponse calcique. Pour expliquer la
dépendance du Ca™; post-stimulation face au Ca™ extracellulaire, nous avangons
I'hypothése que le Ca™ extracellulaire pénétre dans la cellule par un canal calcique
qui n'est pas sensible au potentiel et qu'il transite par les réservoirs calciques

cellulaires.

443 Les stocks de Ca~ intracellulaires

Puisqu'il est clair que les stocks calciques intracellulaires sont
les sources principales de Ca™ lors de la réponse & 'ATP, leur caractérisation revét
une importance toute particuliére. Des stocks sensibles a la caféine n'ont pu étre
mis en évidence malgré les différents protocoles utilisés, avec et sans Ca™



extracellulaire. Par ailleurs, une perfusion a la caféine semble entrainer une
baisse du Ca™; méme en présence de Ca™ extracellulaire. D'autres expériences

seraient nécessaires afin de donner un sens a cette observation.

Afin de confirmer les résultats obtenus avec la caféine, des
expériences ont €té réalisées avec la ryanodine. @ En présence de Ca~—
extracellulaire, les expériences effectuées présentent des montées nettes du niveau
de Ca™jen réponse a la ryanodine. De plus, l'influence de la ryanodine sur le
niveau de Ca™j semble disparaitre aprés 10 minutes ce qui correspondrait bien a
un épuisement des stocks calciques. Ainsi, la ryanodine et la caféine n'auraient
pas la méme activité sur les stocks calciques des médias cultivées. Ceci est
surprenant puisque ces deux agonistes activent les mémes canaux calciques du
réticulum sarcoplasmique.285.288 Ce phénoméne pourrait peut-étre s'expliquer

par des modes d'actions différents.

Par ailleurs, !a sensibilité des stocks calciques & la thapsigargine
a également été évaluée. Cette drogue est un inhibiteur spécifique irréversible de
la pompe calcique du réticulum sarcoplasmique.606 Celle-ci assure le chargement
continu de stocks calciques intracellulaires et participe & I'extrusion du Ca™; du
cytoplasme suite & des élévations du niveau de ce dernier.54 Au cours des
expériences utilisant la thapsigargine, aucun effet immédiat de celle-ci n'a pu étre
mis en évidence. De plus, malgré I'utilisation de plusieurs protocoles différents,

aucune inhibition de la réponse 4 I'ATP n'a été observée suite a un traitement a la

thapsigargine.

En conclusion, des stocks calciques intracellulaires sensibles a la
ryanodine ont été impliqués dans la réponse calcique des médias cultivées a
IFATP. Néanmoins, seulement deux expériences ont été réalisées et des
expériences complémentaires devront étre réalisées afin de confirmer ces

résultats.



444 Les effets du chlorure de potassium

Les nombreuses expériences réalisées avec le KCI ont démontré
que celui-ci entraine une faible montée du Ca™; (=50nM) qui persiste 2 a 3 minutes
avant de disparaitre complétement en moins de 5 minutes. L'effet du KCl se fait
théoriquement sur les canaux calciques dépendants du potentiel par
dépolarisation de la membrane cellulaire. Dans cette optique, les résultats obtenus
portent a croire qu'il n'y aurait qu'une trés faible quantité de canaux calciques
dépendants du potentiel fonctionnel. De plus, ceux-ci seraient inactivés
rapidement puisque l'augmentation du Ca™j s’estompe en quelques minutes. Ce
type de désensibilisation a d'ailleurs été décrit pour des cellules musculaires lisses
vasculaires de rat en primoculture.515 Des études électrophysiologiques ont
confirmé qu'il s'agissait bien de canaux calciques dépendants du potentiel de type
L. Dailleurs, l'absence d'effet de la nitrendipine, lorsqu'ajoutée aprés la
disparition de la faible montée du Ca™j, suggere I'inactivation de ces canaux. Il
serait intéressant d'ajouter la nitrendipine 30 minutes avant la perfusion au KCl
pour vérifier que I'augmentation du Ca™j est bien attribuable a l'activation de

canaux calciques dépendants du potentiel.

Au point de vue contractile, le KCl produit une contraction trés
forte mais qui ne se développe qu'en plusieurs minutes (maximum atteint en
30-50 minutes). De plus, cette contraction est trés soutenue. Ceci ne correspond
donc pas avec les niveaux de Ca™; observés lors d'une perfusion au KCl. Pour ce
qui est de l'effet de la nitrendipine, lorsque celle-ci est ajoutée au plateau de
contraction, elle ne produit aucun effet. De plus, la nitrendipine ajoutée 30
minutes avant le KCl n'empéche pas la contraction des médias cultivées. Enfin,
un agoniste des canaux calciques dépendants du potentiel ne produit pas de
contraction des médias cultivées (voir chapitre I). Ainsi, les études de
contractilité et de variation du Ca™; suggérent que les canaux calciques dépendants

du potentiel ne sont pas impliqués dans la réponse contractile et probablement
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pas, ou trés peu, dans la réponse calcique. D'ailleurs, la disparition des canaux
calciques dépendants du potentiel au cours de la culture des cellules musculaires
lisses a déja été décrite.615 Ainsi, en absence de canaux calciques dépendants du
potentiel, deux questions se posent. Quel est le mécanisme responsable de
'augmentation initiale du Ca*j? Et, comment les médias cultivées peuvent-elles

contracter tout en restant a des niveaux de Ca**j voisins du niveau de base?

En ce qui concerne la premiére question, il serait possible que,
pour des raisons propres aux médias cultivées, la nitrendipine ne puisse inhiber
correctement les canaux calciques dépendants du potentiel. Des expériences de
blocages avec d'autres agonistes pourraient confirmer cette hypothése. De plus, il
serait intéressant de tenter d'inhiber la réponse avec des bloqueurs
non-spécifiques des canaux calciques (Mn"™, La™* ou Co™) afin de déterminer si
I'augmentation du Ca**; est bien le résultat d'une entrée de Ca™ extracellulaire par
des canaux calciques, et non d'un phénomeéne de déstabilisation de la membrane.
Enfin, une perfusion au KCl en l'absence de Ca* extracellulaire permettrait de
s'assurer que la hausse du Ca™; est bien causée par une entrée de Ca™
extracellulaire. Il pourrait en étre autrement car des expériences de contraction
ont montré que les médias cultivées contractent, en réponse au KCl, méme en

I'absence de Ca*™ extracellulaire.

Pour répondre a la seconde question, le KCl pourrait également
inhiber la déphosphorylation de la chaine légére de la myosine (inhibition d'une
phosphatase). Ainsi, & un niveau faible et constant de Ca™j il y aurait
accumulation de la forme activée (phosphorylée) de la chaine légere de la
myosine. Ceci produirait une contraction lente et progressive jusqu'au
maximum de la contraction cellulaire. Par ailleurs, une augmentation du Ca™j
pourrait également étre le résultat d'un blocage des systémes d'extrusion du Ca™j.
En effet, il y a une entrée continue du Ca*™ extracellulaire dans le cytoplasme

cellulaire qui est constamment compensée par des pompes qui expulsent le Ca™;
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vers l'extérieur de la cellule ou stockent celui-ci dans les organelles cellulaires.
Une .inhibition de ces systémes produirait une augmentation progressive du Ca*;.
Cependant, il faudrait que ce blocage soit temporaire pour expliquer le retour du
Ca™; au niveau de base. A vrai dire, toutes les hypothéses impliquant une
inhibition des mécanismes de rétroactivité négative de la contraction seraient
compatibles avec la contraction progressive observée en l'absence d'un niveau

élevé de Ca™;.

Quoi qu'il en soit, ces hypothéses en soulévent une autre: la
trés faible élévation du Ca*"; initiale est-elle l'élément déclencheur de la
contraction cellulaire ou s'agit-il de deux phénoménes indépendants? Les
expériences menées en l'absence de Ca** extracellulaire, tel que suggéré plus haut,

répondront partiellement a cette question.

Par ailleurs, un traitement au KCl 100mM vise la dépolarisation
de la membrane cellulaire mais cette dépolarisation est-elle effective dans le
modéle de médias cultivées? 11 est concevable que les cellules musculaires lisses,
cultivées in vitro pendant de longues périodes, possédent des membranes
hyperpolarisées et que le traitement au KCl ne parvienne pas a les dépolariser
suffisamment. Des études électrophysiologiques pourraient déterminer la

véracité de cette hypothése.

Enfin, le contact prolongé des médias avec le KCl (60 minutes)
ne nuit pas  la réponse calcique survenant a la suite d'une stimulation  la BK ou
a I'ATP. Ceci laisse croire que la contraction soutenue produite par le KCI ne
porte pas préjudice aux stocks calciques intracellulaires ou, du moins, pas a ceux
stimulés par I'ATP ou la BK. Ceci est cohérent avec les diverses hypothéses
proposées. Des expériences de contractilité n'ont pas établi si une média
contractée au maximum par le KCl est sensible, au point de vue contractile, & une
stimulation supplémentaire par I'ATP ou la BK. De telles expériences
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indiqueraient si la contraction cellulaire a atteint son maximum au plateau
produit par le KCl ou si une augmentation du Ca™; peut encore augmenter le

niveau de contraction.

4.5 Conclusion

Notre modéle s'est révélé un outil intéressant pour I'étude des
influx calciques dans les cellules musculaires lisses. De plus, la mesure
quantitative de I'épifluorescence des cellules musculaires lisses chargées au Fura-2
s'est avérée une trés bonne méthode pour la mesure des variations de la
concentration du Ca*j dans notre modeéle. En effet, les médias cultivées ont
produit de trés beaux tracés de fortes intensités, stables et dont les variations en
réponse a des agonistes sont importantes et trés nettes. La qualité des réponses
calciques observées dépassait méme celle observée avec des tissus vasculaires
fraichement prélevés. La grande qualité des tracés obtenus s'explique peut-étre
par la simplicité de la structure du tissu, ce qui diminue les interférences
lumineuses, De plus, la densité moindre des tissus pourrait se traduire par une
plus grande accessibilité du Fura-2 aux cellules musculaires lisses lors du

chargement.

Ainsi, non seulement les médias cultivées peuvent é&tre
utilisées pour des études de contraction, réalisables gridce a un appareillage
classique, mais elle peuvent aussi étre utilisées pour analyser des phénomeénes
plus fins de la réponse cellulaire, en utilisant des appareils a la fine point de la
technologie. Cette qualité fait de ce modéle un outil particuliérement intéressant
pour la recherche pharmacologique appliquée. Pour cette raison, son procédé de
fabrication a fait I'objet du brevet américain # 08/368,205 qui vous est présenté en

annexe.



Chapitre V

5. Article: «Role of the transfollicular route in
percutaneous absorption of hydrocortisone: in
vitro studies with a new tissue engineered skin

equivalent with hair».
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5.1 Présentation de l'article

A premiere vue, le sujet de ce chapitre peut paraitre inopportun
dans le cadre d'une thése centrée sur le domaine vasculaire. Il n'en n'est rien. En
effet, cette thése est belle et bien axée principalement sur des questions relatives a
la biologie vasculaire, cependant, il s'agit avant tout d'une theése d'ingénierie
tissulaire. En effet, ce domaine de recherche s'est affirmé, au cours des 10
derniéres années, comme étant une science a part entiére et dont le potentiel est
de plus en plus reconnu. A ce titre, ce travail de recherche visait autant, sinon
d'avantage, a développer de nouvelles approches et de nouveaux outils pour la
construction d'organes in vitro, qu'a la production d'un vaisseau sanguin en tant

que tel.

L'ingénierie tissulaire étant un nouveau domaine de recherche
biomédicale, il est encore possible d'y faire des découvertes qui traversent les
frontiéres entre des sujets de recherche apparemment incompatibles. C'est le cas
de notre «nouvelle approche». Celle-ci n'est pas qu'une nouvelle approche pour
la construction de vaisseaux sanguins mais bien une nouvelle approche pour la
construction d'organes in vitro. Dans ce chapitre, cette approche fournis la
composante dermique pour un modéle de peau reconstruite mais il ne s'agit la
que d'une application parmi de nombreuses autres possibilités. En effet, la
production de feuillets tissulaires, et leur assemblage en de tissus vivants
homogénes par a une maturation contrblée, pourrait étre réalisée avec une
variété de types cellulaires. Ainsi, ce nouvel outil apparait comme étant trés

polyvalent et ne devrait pas étre limité au monde du vasculaire.
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5.2 Résumé

Les appendices de la peau sont considérés comme étant un
canal permettant de contourner la barriére créée par le stratum corneum et, ainsi,
de faciliter I'absorption transcutanée de substances en applications. Cependant, en
I'absence d'un modele d’étude satisfaisant, il est difficile d’évaluer I'apport
respectif de la voie transfolliculaire et transépidermique. Nous avons produit, par
ingénierie tissulaire, un nouvel équivalent cutané et y avons inclus des unités
pilosébacées complétes. Celui-ci ne contient que des fibroblastes et des
kératinocytes d'origine humaine (aucun matériel exogéne biologique ou
synthétique). Les fibroblastes ont été cultivés en présence d’acide ascorbique afin
de former un feuillet fait de cellules et de matrice extracellulaire néo-synthétisée.
Plusieurs feuillets ont été utilisés afin de produire un tissu conjonctif dont
I'ultrastructure est bien organisée. Les caractéristiques mécaniques de ce tissu ont
permis d'y inclure des unités pilosébacées. Quatre semaines apreés
I'ensemencement de kératinocytes, une membrane basale continue a été observée
par immunohistochimie et par analyse ultrastructurale. La différenciation des
kératinocytes a été établie par 1'expression de marqueurs caractéristiques (kératine
10, filagrine and transglutaminase). Une étude de perméabilité transcutanée a été
réalisée a l'aide de ce modéle afin d'évaluer l'importance de la voie de
pénétration transfolliculaire. Aucune période de latence n'a été observée lors de
la diffusion de 'hydrocortisone et le taux de pénétration a été significativement
augmenté par le présence de poils. Ainsi, l'importance de la voie de pénétration
transfolliculaire a été établie a I'aide de ce nouvel équivalent cutané entiérement

humain et biologique.
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5.3 Abstract

Skin appendages are often considered as channels that bypass
the stratum corneum barrier and are generally thought to facilitate the dermal
absorption of topical agents. However, the lack of a satisfactory model constitutes a
major limitation to assess the distinct contributions of the transepidermal and
transfollicular routes. We have designed a new tissue engineered skin equivalent
in which complete pilosebaceous units were integrated. This new model was
produced exclusively from human fibroblasts and keratinocytes without any
exogenous material, nor biological or synthetic. Fibroblasts were culture for 35
days with ascorbic acid and form a sheet in the bottom on the culture dish. The
dermal equivalent, made of 4 layers of these fibroblast sheets, exhibited a well
organized collagenous connective tissue, as shown by electron microscopy. After 4
weeks of keratinocytes seeding, the basement membrane was continuous and
ultrastructurally organized; collagen IV and VII, component of the
dermo-epidermal junction, were also expressed. Keratinocytes formed a stratified
and cornified epidermis on the top of this extracellular matrix, and exhibited
typical marker of differentiation (keratins 10, filaggrin and transglutaminase). We
used this new model to assess the role of the transfollicular route in percutaneous
absorption studies in wvitro. No lag-time was observed in the diffusion of
hydrocortisone through hairy skin equivalent, and the rate of penetration was
higher, compared to the control. Therefore, we demonstrated the importance of
hair follicle in hydrocortisone percutaneous absorption in vitro, with a complete

human model where the only variable was the presence of the pilosebaceous unit.

AUTHORS: Martine Michel *t, Nicolas L’'Heureux * , Wen Xu *, Francois

A. Auger *, and Lucie Germain *
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5.4 Introduction

The most important role of the skin is to act as a barrier, thus
protecting the whole body from the entrance and loss of various substances.
Nonetheless, percutaneous drug delivery is more and more considered as the
most useful system for long-term systemic pharmacological therapy. Aside from
practical issues, percutaneous absorption allows control of drug concentrations in

plasma and inhibits drug metabolism due to initial bypass of the liver.!

The process of drug migration through the skin has been
described as a passive diffusion process with two distinct routes: the
transepidermal route across the stratum corneum (by an inter or transcellular
pathway), and the transappendageal route through the hair follicles and their
associated sebaceous glands.2 The potential role of skin appendages has been
debated in the literature for many years.for review,see 3 In early studies, the ability of
the appendages to act as a conduit for drug transport were never really considered
to be important because of the trivially small fraction of total body surface area
that they occupy (0.1%). Since then, however, their importance as rapid-transit
“shunt” pathways through the stratum corneum has been assessed by several
authors.4.for review see 3 A study by Scheuplein suggested that transient diffusion
occurred primarily via hair follicles and sweat glands; and steady-state diffusion
primarily through the stratum corneum.® In the case of polar steroids, which
have a low diffusion constant, shunt diffusion could become predominant, and
control percutaneous absorption not only in the transient period but also during
the steady state.? Different models have been designed to evaluate the importance
of skin appendages. Mouse strains with different hair densities have been used to
compare the rate of penetration of benzo[a]pyrene and testosterone.? Hairless rats
with full-thickness burns were used to compare the rate of penetration of steroids
through the scar tissue, in which follicles and sebaceous glands disappeared
during healing, and normal skin.58 Human studies have compared either



anatomic sites with different hair follicle density (forehead, forearm, and palm)?
or scar tissue (lacking skin appendages) and normal adjacent skin.19 In all these in
vitro and in vivo studies, the rate of penetration of the drug through an
appendage-free skin was similar or lower compared to the normal skin.
However, hairless animals are not reliable models because they still have hair
follicles. =~ Furthermore, scar skin lacks some histological and mechanical
properties of normal skin. As for hairless body sites such as palm and soles, they
have a much thicker stratum corneum than other anatomical sites. Therefore,
the lack of a satisfactory model constitutes a major limitation to assess the distinct

contributions of the transepidermal and transfollicular routes.

Recent progress in cell culture allowed the production of skin
equivalents by seeding cultured keratinocytes upon various substrates such as:
artificial ~ membranes!!l,  de-epidermized dermis!?,  collagen  gels,
chitosan-glycosaminoglycan sponges or nylon meshes populated by
fibroblasts.13-16for review see 17 Keratinocyte seeding and proliferation on these
various dermal equivalents lead to the formation of an epidermal layer, which
becomes stratified and cornified when skin equivalents are raised at the air-liquid
interface.18-21 We have performed percutaneous absorption studies with such
skin equivalent and have observed functional properties qualitatively similar but
quantitatively more permeable than normal mouse and human skin.2!
However, all these skin equivalent models only partially reproduce human skin
since they lack hair foilicles, nerves, sebaceous glands, sweat glands and blood

vessels.

Hair follicles have been previously cultured in wvitro, in an
organ culture system or on a sponge-supported histoculture.2223 Their rate of
growth and hair fiber production were evaluated near to the physiological values,
and their use for hair drug targeting or gene therapy have been reported.24-28 Hair
follicles have also been used as a source of keratinocytes in a skin equivalent
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model.2%30 However, none of these models were used to study the role of hair

follicles in percutaneous absorption.

In this paper, we present a new tissue engineered skin
equivalent in which complete pilosebaceous units were integrated. This new
model was produced exclusively from human fibroblasts and keratinocytes
without any exogenous material, nor biological or synthetic. The dermal
equivalent exhibited a well organized collagenous connective tissue. After 4
weeks of keratinocyte seeding, the basement membrane was ultrastructurally
organized and continuous. Epidermis on the top of the extracellular matrix was
stratified and expressed typical marker of differentiation. =~ With this skin
equivalent, we demonstrated the importance of hair follicles in hydrocortisone
percutaneous absorption in vitro, with a model where the only variable was the

presence of the pilosebaceous unit.

5.5 Materials and Methods

5.5.1 Cell culture

Keratinocytes were grown as previously described3l, 32 in
complete DME-HAM: a combination of Dulbecco-Vogt modification of Eagle's
medium (DME) with Ham's F12 in a 3:1 proportion (Flow Laboratories,

Mississauga, Ontario, Canada), supplemented with 24.3 pg/ml adenine (Sigma
Chemicals, St-Louis, MO), 5 pg/ml insulin (Sigma), 2 x 109 M
3,3' 5'triiodo-L-thyronine (Sigma), 5 ug/ml human transferrin (Sigma), 0.4 pg/ml

hydrocortisone (Calbiochem, La Jolla, CA), 10-10 M cholera toxin (Schwartz/Mann,
Cleveland, OH), 10% fetal calf serum (Flow Laboratories), 10 ng/ml human
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epidermal growth factor (EGF) (Chiron Corp., Emeryville, CA), 100 UI/ml
penicillin G (Sigma) and 25 pg/ml gentamicin sulfate (Scheering Inc,
Pointe-Claire, Canada). Fibroblasts were cultured in DME, supplemented with

10% fetal calf serum and antibiotics.

Human keratinocytes and dermal fibroblasts were obtained
from normal adult skin specimens removed during reductive breast surgery.
Keratinocytes were isolated and cultured as previously described.17 Briefly, for cell
isolation, skin fragments were digested with 500 pg/ml thermolysin (Sigma) for 2
h at 37°C.32 Then, the dermis was mechanically separated from the epidermis
with forceps. Keratinocytes were dissociated from the epidermis with a trypsin
solution (0.05% trypsin 1-300 (ICN Biochemical, Montreal, Canada)) containing

0.01% EDTA (Becker Chemical Co., Philisburg, NJ). Cells were seeded at 1 x 106
keratinocytes/cm? on a lethally irradiated 3T3 fibroblasts feeder layer in the

complete medium and cultured as previously described.3332 Keratinocytes were

used at their 3rd passage.

Human fibroblasts were obtained from dermal skin biopsies

and cultured as previously described.l? Cells were used between their 4th and 8th

passage.

All cultures were incubated at 37°C in a 8% CO; air atmosphere

and culture media were changed 3 times a week.



5.5.2 Skin equivalents with hair

5.5.2.1 Tissue engineered dermal equivalent

Fibroblasts were allowed to grow for 35 d in medium previously

described containing 50 pg/ml of ascorbate (Sigma). The sheet of fibroblasts
obtained in the bottom of the dish was peeled off; four layers were superposed on
one other and the surface area was maintained by an anchoring ring for an other

week of culture.

5.5.2.2 Hair insertion

Human vellus hair follicles were obtained from normal aduit
skin specimens removed during reductive breast surgery. Small skin fragments
with hair follicles were digested with 500 pg/ml thermolysin at 4°C overnight.
Then, the epidermis with the hair follicles was mechanically separated from the
dermis with forceps. Hair follicles in anagen phase were selected, inserted in the
dermal equivalent in which small holes were previously made. A small surface
of epidermis around the hair follicle was kept on the surface of the dermal
equivalent. An additional fibroblast sheet was added on the bottom of the dish,
leading the hair follicle to be surrounded by the extracellular matrix. Control
samples were obtained by laying down an epidermis explant without hair follicle
on the top of the holed dermal equivalent. Maturation of the dermal equivalents

was obtained after a week.
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5.5.3 Skin equivalent production

After a week of dermal equivalent maturation, human
keratinocytes were seeded at a density of 2 x 105 cells/cm? in keratinocyte complete
medium. They reached confluence after 8 days of submerged culture and were
then raised at the air-liquid interface. Complete DME-HAM with 5% serum, 50

ng/ml ascorbate, and without EGF was changed three days a week. Samples were
used after 21 d of air-liquid culture for further analysis.

5.5.4 Histology
For histological analysis, skin equivalents were fixed with
Bouin's solution and paraffin embedded. Six mM thick sections were stained

with hematoxylin, phloxine and saffron.

5.5.5 Immunohistochemistry

Samples were embedded in frozen tissue embedding medium
(OCT compound, Miles Inc., Elkhart, IN), frozen in liquid nitrogen and stored at
-70°C until use. Indirect immunofluorescence assay was performed on
acetone-fixed (10 min at -20°C) cryosections (4 mM thick) as previously
reported.3432 Sections were incubated with mouse monocionals anti-human
transglutaminase, anti-human filaggrin (BTI, Stoughton, MA), anti-human K10
(clone k8.60, Sigma) for 45 min, and then with rhodamine-conjugated goat
anti-mouse IgG-IgM (Chemicon, Temecula, CA) for 30 min. They were then
examined under a Nikon Optiphot microscope, equipped with epifluorescence,
and photographed with a Kodak Tmax 400 ASA film.
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5.5.6 Transmission electron microscopy

Samples were fixed in 4% glutaraldehyde, postfixed in osmium
tetroxide, and dehydrated through graded ethanol. They were then embedded in
Epon 812. Ultra-thin sections were conterstained with uranyl acetate lead citrate.

5.5.7 Percutaneous absorption studies

Percutaneous absorption was measured using standard Franz
diffusion cell technique as previously described.213536 Briefly, samples were
clamped tightly between the two glass chambers of the diffusion cell (FDC-100
Standard, 0.63 cm? surface area, "O"-ring (Crown Glass, Somerville, NJ)), and 100
ul of 3H-hydrocortisone (54.5 Ci/mmol; NEN Dupont, Mississauga, Ontario,
Canada) was deposited in the upper chamber. The lower chamber was filled with
saline: BSA (1% bovine serum albumin in 0.15 M NaCl). At selected intervals (1h,
2h, 4h, 6h, 8h and 24h), the dermal bathing solution was completely removed and
replaced by fresh saline:BSA. The lower chamber was maintained at 37°C with a
water jacket. Scintillation fluid (Scintisafe™ 30% Fischer Scientific) was added to
a fraction of the eluate, and radioactivity determined with a scintillation counter

(Beckman LS 6000 SC, Beckmann Inc, Fullerton CA).
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5.6 Results
5.6.1 Macroscopic and microscopic evaluation

The dermal component of the equivalent displayed a
remarkably "tissue-like" appearance and texture. Once seeded with keratinocytes
and raised at the air-liquid interface, the epidermal coverage rapidly became
visible to the eye as a dry, smooth and shiny surface. This step is made easy by the
"skin-like" firmness of the complete equivalent. Histological analysis revealed
that differentiation and stratification had taken place at the air-liquid interface as
the characteristically cuboidal keratinocytes of the basal layer became flat, with
elongated nuclei, oriented in the long axis of the cells, in the suprabasal layers
(Figure 58A). In the uppermost layers, cells reached terminal differentiation, as
shown by the formation of a thick stratum corneum composed of numerous

enucleated cell layers.

5.6.2 Phenotypic analysis by immunohistochemistry

In order to evaluate the quality of the epidermal differentiation
in our skin equivalent, interfollicular skin equivalent frozen sections were
stained with antibodies against constituents of the basement membrane as well as
differentiation markers (Figure 58B-C). Laminin, type collagen IV were strongly
stained at the dermal-epidermal junction whereas type VII collagen, an anchoring
fiber protein, showed a continuous but speckled staining. Uninterrupted
expression along the basement membrane corresponds to normal human skin

organization.

Filaggrin is a histidine-rich protein, which aggregates

intermediate filaments to produce the matrix between the keratin filaments in the
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cornified cells.for review see 37 Jts expression in the skin equivalents was strong in
the stratum corneum, and a granular pattern was observed in the upper part of
the stratum granulosum (Figure 58E). Transglutaminase is an enzyme activated
at the transitional zone between the granular and horny layers. Its expression was
strong in the upper layers whereas the first suprabasal layers were not stained. As
would be expected, transglutaminase was never expressed in the basal layer of
skin equivalents (Figure 58F). Keratin 10, a marker for epidermal differentiation!?
was expressed in all suprabasal layers of the epidermis (Figure 58G).

Figure 56 (next page):  Histology and Immunohistology of the interfollicular
region of matured skin equivalent at 21 days (x270) . Hematoxylin &
Eosin stain of a frozen section (A). Part of the stratum corneum was
lost during processing. Immunostaining for basement membrane
components: Note the expression of laminin (B), type IV collagen (C),
and type VII collagen (D) expressed all along the dermal-epidermal
junction. Immunostaining of markers for keratinocyte
differentiation: filaggrin (E) is restricted to the granular and cornified
layers whereas transglutaminase (F) and keratin 10 (G) are expressed
in all suprabasal epidermal cell layers. Control stains (conjugate only)

showed spotted background in the dermal area (H).
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Immunostaining of the hair follicle shows a continuous
expression of basement membrane proteins at the follicular-dermal junction
(Figure B-C). It demonstrates the adaptation of the follicular keratinocytes which
have completely filled the insertion space and have established a new basement
membrane at the periphery of the follicle. This also suggests a strong attachment
of the appendage to its new environment as observed on Figure S59A.
Immunostaining of the differentiation markers also indicated good keratinocyte
adaptation as filaggrin (Figure 59E) expression was highly restricted to the
granular and cornified layer whereas transglutaminase (Figure 59F) and keratin 10
(Figure 59G) are still expressed in all suprabasal epidermal cell layers. These stains
confirm conserved keratinocyte polarity in the cultured hair follicle even after X

days in culture.

Figure 57 (next page):  Histology and Immunohistology of the hair follicle
within matured skin equivalent at 21 days (cross sections; x135).
Hematoxylin & Eosin stain of a frozen section (A). Immunostaining
for basement membrane components: Note the continuous
expression of laminin (B), type IV collagen (C), and type VII collagen
(D) along the follicle-dermis junction. Immunostaining of markers
for keratinocyte differentiation: strong filaggrin (E) expression is
restricted to the granular and cornified layers whereas
transglutaminase (F) and keratin 10 (G) are expressed in all suprabasal
epidermal cell layers. Control stains (conjugate only) showed weak

background in the dermal area (H).






5.6.3 Ultrastructural analysis

Electron microscopic analysis of interfollicular biopsies from
skin equivalents after 3 weeks at the air-liquid interface revealed a well
differentiated epidermis and a dense underlying dermal equivalent. Basal
keratinocytes were cuboidal with a2 well developed intermediate filament network
around the nucleus (data not shown). After 2 weeks at the air-liquid interface,
hemidesmosomes were already present along the cytoplasmic membrane of the
basal cells and the basement membrane was discontinuously organized (data not
shown). At 3 weeks, the epidermal-dermal junction was remarkably well
organized and continuous (Figure 60A,B). Keratin intermediate filaments were
found attached to the hemidesmosomes (Figure 60B) which were frequently
observed along the basement membrane (Figure 60A). Lamina lucida and lamina
densa were clearly distinct at the junctional zone (Figure 60A,B). Anchoring
filaments extend from the hemidesmosomes to the lamina densa, running across
the lamina lucida (Figure 60A,B). Anchoring fibrils looped down from the
lamina densa, and some of these terminated in anchoring plaques (Figure 60B).
The dermal equivalent underneath the epidermis was a well organized
collagenous connective tissue (Figure 60C). Collagen fiber bundles were dense
and composed of fibers featuring a characteristic 67 nm periodicity. Bundles were
oriented perpendicular one to each other, but parallel to the epidermal surface,
exhibiting a typical pattern of the dermis in vivo.38 They were surrounded by a
vast network of parallel 10-12 nm elastin-associated microfibers (Figure 60C).3
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Figure 58: Ultrastructural organization of the dermal-epidermal junction.

Numerous hemidesmosomes (arrow heads) are present along the
continuous basement membrane (A; x38400); keratin intermediate filaments are
attached to the dense plaque of the hemidesmosomes at the periphery of the basal
keratinocytes (B; x48000). Note the presence of anchoring filaments coursing from
the hemidesmosomes through the lamina lucida to the lamina densa. Anchoring
fibrils (arrow heads) are clearly seen extending into the dermis. Some of these
terminate in an anchoring plaque (large arrow heads). Bundles of parallel
collagen fibers (C; x81500) are oriented in various directions and associated with a

parallel microfibril network.



5.6.4 Influence of hair in percutaneous absorption

The rate of penetration of hydrocortisone through skin
equivalents with or without hair was evaluated by in vitro percutaneous
absorption using Franz diffusion cells, as previously described.2136 As shown in
Figure 61, the skin equivalents with hair were more permeable to hydrocortisone
compared to the one without hair. No lag-time was observed with hairy skin
equivalent and 70% of the hydrocortisone had diffused through the samples after
8 h. As expected, a lag-time was observed in the diffusion of the hydrocortisone
through the skin equivalent without hair and only 20% of the drug was found in
the receiver compartment after 8 h. In all cases, the rate of penetration of hairless

mouse and normal human skin were found similar to our previous results.2!

5.7 Discussion

Recent reports have suggested that, in addition to the
transepidermal route, hair follicles and sebaceous glands can contribute
significantly to transepidermal delivery.4-6for review see 3 However, follicular
delivery studies were limited by the absence of a model well suited for
permeability experiments. Our study describes a complete human skin equivalent
model produced exclusively from cutaneous cells without any exogenous
material, nor Dbiological or synthetic. It exhibited histological,
immunohistological, and ultrastructural properties similar to normal human
skin. Furthermore, it permitted the insertion of hair follicles (or pilosebaceous
unit), and gave a model where the only variable was the presence of the
appendage. Therefore, such an in vitro model allowed us to clearly demonstrate
the direct importance of hair follicle in in vitro percutaneous absorption of

hydrocortisone.



Chapitre VI

6. Conclusion générale
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Figure 59: Influence of the transfollicular pathway on hydrocortisone in vitro
 percutaneous absorption. One representative experiment of three.
Values are means of skin equivalent without hair (SE, n=4), skin
equivalent with hair (SEH, n=7), mouse skin (MS, n=2), normal human

skin (NHS, n=2) £ SD.

In our new model, human adult dermal fibroblasts were
cultured in monolayer with ascorbic acid. As previously described, ascorbic acid
increases procollagen mRNA synthesis in human and mouse fibroblasts. 4041 It
allows the post-translational hydroxylation of lysine and proline, leading to the
efficient collagen helix formation and secretion of collagen from the cell.4243 This
property was already used by Naughton et al.44 in a three-dimensional culture of
fibroblasts using a nylon mesh. Our model does not have any synthetic material.
After 35 to 42 days of fibroblast monolayer culture, the sheet formed at the bottom



2]

of the dish can be easily peeled off, and 2 to 4 layers can be superposed, insuring a
thick dermal equivalent for keratinocytes and hair follicles. This demonstrates
that the fibroblasts do not need a three-dimensional culture system to form a
complex extracellular matrix. The various extracellular matrix components (type
I, I and IV collagens, elastin, laminin, etc.) originated only from the endogenoué
secretion and accumulation by human fibroblasts. Therefore, this matrix is
entirely composed of human proteins assembled according to the cell's need. It
exhibits some properties close to the human dermis. Indeed, laminin, collagen IV
and collagen VII were strongly expressed at the dermo-epidermal junction. As
revealed by ultrastructural morphology, the abundant collagen fibers exhibited
typical periodicity and were organized in bundles, as observed in human
dermis.3¥ Moreover, a large number of microfibrils seen as single units or in
bundles intermingled with collagen fibrils in a parallel fashion. As demonstrated
by L'Heureux et al (submitted), this in vitro extracellular matrix also contains
elastin, a significant component of the dermis usually absent from the collagen
gels and other dermal equivalent. This endows elastic properties to the dermal

equivalent, one of the most important mechanical properties of the dermis.

One of the most interesting aspect of this new model is the
development of a continuous basal lamina and numerous anchoring zone
observed at the dermo-epidermal junction. A complete lamina densa was
observed after 4 weeks of co-culture, one week earlier than previously reported by
Contard ef al.15 The basal lamina was separated from the basal keratinocytes by a
clear and distinct lamina lucida. Hemidesmosomes were present all along the
basal surface of the keratinocytes and were connected with keratin intermediate
filaments. Anchoring filaments extend from the hemidesmosomes to the lamina
densa, running across the lamina lucida. Also anchoring fibrils have been
observed, looping down from the lamina densa, and terminating in anchoring

plaques.



When keratinocytes were seeded on this lattice, they
proliferated, differentiated at the air-liquid interface, and gave rise to a stratified
and cornified epidermis. Keratin 10, transglutaminase, as well as filaggrin were
expressed in the suprabasal layers. Therefore, matured skin equivalents featured a
well stratified epidermis and expressed phenotypic differentiation markers

cbhserved in normal hurman skin.

Although tissue engineering and cell culture have given rise to
various skin equivalent models, none of these contains hair follicles. Hair
follicles have been used as a new source of epidermal keratinocytes avoiding skin
biopsies.®5 Indeed, cells from the outer root sheath are known for their extensive
proliferation potential and a subpopulation located in the bulge area are found
with stem cell properties.#-*0 In organotypic cocultures with human dermal
fibroblasts, these cells develop a stratified epithelium reminiscent of regenerating
appendage-free epidermis.2351 In other respects, hair follicle have been cultured
in vitro, in dishes or in an histoculture system, to evaluate the influence of
different growth factors and cytokines on their growth rate. 222630 These models
were optimized for hair follicle studies but did not include the sebaceous gland
attached to the outer root sheet. In our study, we isolated the complete
pilosebaceous unit and inserted it in our new skin equivalent. To the best of our
knowledge, this is the first report of a skin equivalent with hair follicles. Our
model allows the clean insertion of the pilosebaceous unit between two sheets of
fibroblasts, hence surrounding it with natural extracellular matrix, as in human
dermis. The shape of the hair follicle remained stable for at least 5 weeks in

culture, and did not degenerate.

This skin equivalent with hair follicles allowed us to address
the question of the role of skin appendages in percutaneous absorption. For drugs
with a low diffusion constant, shunt diffusion (through the skin appendages) can
be predominant, and control percutaneous absorption not only in the transient
period but during the steady state as well.”7 Indeed, the rate of penetration through



our skin equivalents with hair follicles was higher compared to the control with
only interfollicular epidermis. Interestingly, no lag-time was observed when hair
follicles were inserted in the skin equivalents, confirming the mathematical
analysis of Scheuplein.” Previous in vitro or in vivo studies with human or
animal skin lead to the same conclusion, implicating the hair follicles as
important enhancer of the rate of penetration of large molecules. However, the
comparison was always made between two types of skins in which the presence of
hair follicles was not the only variable, i.e. scar and normal skin, hairless mouse
strains with different hair density, or palm and abdominal skin. Our direct
comparison between skin equivalents with or without hair follicles clearly
indicates the importance of this appendage in the percutaneous absorption of
hydrocortisone. Therefore, this in vitro model ascertain the significance of
follicular delivery. It could be very useful in the understanding of the control
mechanisms which govern the transfollicular pathway, and accelerate the design
of hair follicle-specific drug delivery system, specifically for several dermatological

abnormalities.
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Conclusion générale

Dans le chapitre II, nous avons vu que notre modéle de
vaisseau sanguin humain, produit par ingénierie tissulaire, posséde toutes les
caractéristiques fondamentales d’un greffon vasculaire: résistance mécanique,
suturabilité et antithrobogénicité. La prochaine étape de validation de ce greffon
est son utilisation chez 'animal ce qui permettra de travailler dans un contexte
autologue. Pour ce faire, des cultures de cellules endothéliales, de cellules
musculaires lisses et de fibroblastes devront étre établies a partir de tissus obtenus
d'un méme individu. En effet, puisqu'il n'existe pas de lignés syngéniques de
gros animaux de laboratoire (chien ou cochon), ces expériences devront étre
réalisées sur une base individuelle. Ceci complexifie significativement le
protocole expérimental mais cela s'avérera une trés bonne, et nécessaire,

évaluation de l'éventuelle faisabilité clinique de la méthode.

Dans un contexte autologue, un endothélium pourra étre établi
a la surface interne du vaisseau ce qui devrait diminuer les problémes de
thrombose précoce rencontrés lors de notre premier essai in vivo. Cependant,
I'antithrombogénicité du greffon endothélialisé dépendra de la persistance des
cellules endothéliales aprés la greffe. Dans le cas des prothéses synthétiques
endothélialisées, nous avons vu que la perte de cellules endothéliales aprés la
greffe a été un probleme important qui a vraisemblablement été la raison pour
laquelle cette technique n'a pas montré les avantages escomptés lors des essais
cliniques. L’équipe de Zilla a établi que l'utilisation d’une matrice biologique
tapissant l'intérieur de la prothése synthétique, associée & une période de culture
in vitro prolongée, permet a I'endothélium de s’organiser afin de résister aux
forces de cisaillement rencontrées in viv0.198:476 Cette équipe a d’ailleurs présenté
des résultats cliniques confirmant l'efficacité de cette approche.5477 Dans notre
cas, les cellules endothéliales reposent sur une matrice biologique qui contient du

collagéne IV, une composante naturelle de leur membrane basale32revuel26 De
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plus, notre modéle se préte parfaitement a la culture prolongée des cellules avant
I'implantation in vivo. Ainsi, d’aprés les résultats de Zilla et collaborateurs, il est
probable que les cellules endothéliales de notre modéle résistent bien au flot
sanguin. Enfin, 'application graduelle de forces de cisaillement in vitro, dans le
but de conditionner les cellules endothéliales, peut aussi étre envisagée afin

d’augmerter leur persistance aprés la greire.330

Outre la thrombose précoce, la dilatation anévrismale est 'autre
probléme auquel semblent confrontées les prothéses  caractére biologique.85.487.
188,492,519,521,528,529,535-538 A ce point de vue, deux caractéristiques de notre modéle
sont importantes: la viabilité cellulaire et le caractére naturel de la matrice
biologique. En effet, la présence de cellules vivantes permet d’espérer que celles-ci
pourront, grice a leurs capacités synthétiques, maintenir l'intégrité de la matrice
biologique (collagéne et élastine) au cours du remodelage du greffon dans les mois
suivant son implantation. Pour sa part, I'absence de matrice synthétique, ou
biologique modifiée chimiquement, pourrait éviter la persistance d'une réaction
inflammatoire. Puisque la présence de cellules inflammatoires implique la
sécrétion de métalloprotéinases matricielles, celles-ci pourraient étre la cause de la
formation d’anévrismes. 388389 De plus, la présence de matrices synthétiques, qui
sont généralement peu élastiques, causent des zones de stress mécaniques
importants a l'interface biomatériau/tissu qui pourraient étre a l'origine de
I'hyperplasie intimale, une cause tardive de sténose.4l® Ainsi, notre modele
posséde certains avantages, par rapport aux autres prothéses vasculaires a caractére

biologique, qui permettent d’espérer que celui-ci sera plus résistant a la dilatation.

L’originalité de notre modéle rend sa comparaison avec d’autres
protheéses difficile. Cependant, sa nature autologue, biologique et vivante font
penser au modele de Sparks.532 Or, celui-ci a présenté de sérieux problémes de
dilatation anévrismales.533.535-538 Une différence entre notre modeéle et celui de

Sparks est I'absence d’élastine dans ce dernier.533 Notre modéle serait donc



peut-étre plus apte a résister aux contraintes mécaniques a long terme. De plus
puisque notre modele est endothélialisé et qu'il ne contient pas de matrice
synthétique, il produira probablement une réaction inflammatoire moins
importante. Enfin, le modéle de Sparks est en fait une cicatrice de forme
tubulaire. Or, le tissu cicatriciel présente une structure peu organisée qui persiste
pendant plusieurs mois. Notre modele étant produit par une méthode
complétement différente, il est possible que sa composition ainsi que son
organisation soit significativement différentes et que cela se reflete sur son

comportement in vivo.

Par ailleurs, le modéle de Lantz et collaborateurs, produit a
partir de sous-muqueuse intestinale, partage son caractére entierement biologique
avec notre modéle.568.574-578 [ci encore, la structure des tissus est trés différente.
Néanmoins, les bons résultats obtenus avec cette prothése laissent croire que
I'implantation d'un tissu entiérement biologique autologue, non modifié, peut
conduire a l'intégration totale de la greffe et a sa stabilité a long terme. En effet, les
probléemes de thrombose précoce de ce greffon non endothélialisé ont pu étre
contrdlés a l'aide d'une thérapie anticoagulante, tandis que les problémes
d’anévrismes ont pu étre éliminés par l'utilisation d’une méthode de production
plus rigoureuse. Cependant, le modéle de Lantz semble se diriger vers une
utilisation dans un contexte xénogénique étant donné la variabilité inter-espéces
qui rend impossible la production de ce greffon a partir de sous-muqueuse
intestinale de nombreuses espéces, dont 'homme.5”7 Dans un contexte
xénogénique, il n'est pas certain que ce modeéle présente d’aussi bons résultats
étant donné l'absence de cellules vivantes et les problémes d’anévrismes
rencontrés lors de l'implantation de tissus vasculaires xénogéniques (méme
acellulaires).392 Pour l'instant, des résultats i long terme ne sont pas disponibles

pour les modéles xénogéniques.



Un autre aspect important & considérer lorsque l'on anticipe le
comportement d'un greffon aprés sa greffe est la survie cellulaire. Dans le cas
d’un greffon artériel, un apport de nutriments et d’oxygéne sera assuré par la
proximité de la circulation et par la pression artérielle. Cependant, les couches
internes du vaisseau ne recevront probablement pas suffisamment de nutriments
et d’oxygéne a partir du lumen ou de la circulation périphérique. Ainsi,
I'apparition d'un vasa vasorum permettrait une meilleure survie des cellules de
I'adventice. Etant donné la grande facilité avec laquelle les matrices biologiques
sont envahies par des capillaires lors de leur implantation in vivo, il est probable
quun néo-vasa vasorum puisse étre observé peu de temps apres

I'implantation.516

Dans le cas de succés de la greffe vasculaire et de survie
cellulaire satisfaisante, ce modéle pourrait étre utilisé comme véhicule de cellules
autologues transfectées exprimants une protéine d’intérét thérapeutique. En effet,
la thérapie génique a 1'aide de cette technique, et utilisant des cellules autologues,
permettrait une application thérapeutique a long terme. De plus, cette approche
assure une grande accessibilité a la circulation sanguine et implique une
transfection in vitro permettant ainsi un meilleur controle de qualité et d'éviter

les risques associés a l'injection de vecteurs de transfections.

Dans les chapitres Il et IV, la média vasculaire, produite par la
nouvelle technique d’ingénierie tissulaire présentée au chapitre I, a été utilisée
comme modéle pharmacologique pour I'étude du comportement contractile des
cellules musculaires lisses. Ce nouveau modéle est unique car il est le premier
modele produit & partir de cellules musculaires lisses cultivées qui permet: 1) son
utilisation a la place de vaisseaux animaux ou humains dans des bains d’organes
isolés classiques pour des études de contraction, 2) d’observer la contraction de
cellules musculaires lisses cultivées d’origine humaine. Ce modéle de contraction

a été utilisé dans une étude pharmacologique des récepteurs purinergiques. De



plus, celuici s'est également révélé étre un bon outil de recherche dans le
domaine des influx calciques dans les cellules musculaires lisses en réponse a des
agonistes vasoactifs. Les résultats présentés dans cette thése montrent que la
média cultivée nécessitera une caractérisation plus poussée afin de déterminer
quels aspects de la réponse contractile et calcique sont adéquatement représentés
dans ce modele. Cependant, les comportements surprenants observés au cours
des diverses études utilisant ce modéle ne devraient pas étre écartée comme étant
sans intérét. Au contraire, un modéle in vitro peut parfois permettre de
découvrir des phénomeénes qui sont masqués in vivo. Ainsi, tels que de
nombreuses lignées de cellules immortalisées, un modeéle in vitro offre la
possibilité d"étudier certains phénomeénes dans des conditions contrélées, bien que

pas nécessairement physiologiques.?31.333, 335

De nos jours, le coiit de production est un facteur important qui
déterminera 'utilisation d'un greffon vasculaire ou d’un modéle in vitro. Ainsi,
il est important de préciser que les protocoles utilisés n‘ont pas été optimisés dans
le but de raccourcir les temps de culture au minimum ou de réduire la
consommation de sérum animale lors de la culture. Ces considérations devront
néanmoins étre attentivement analysées afin de valoriser ces découvertes. Cest
dans cet optique qu'un brevet a été déposé pour protéger cette nouvelle
technologie. Certains facteurs pourront également influencer la «valeur» de ces
nouveaux modeles. Par exemple, le niveau futur des restrictions concernant
I'utilisation des animaux de laboratoire, imposées par les gouvernements et
I'opinion publique, sera un facteur important pour l'utilisation de modeéle in
vitro. Par ailleurs, les craintes soulevées par les dangers d’infection virale lors de
greffes de tissus allogéniques ou xénogéniques favorisent une approche
autologue, méme cofliteuse, aux problémes associés au remplacement d’organe.
Enfin, les réactions de l'organisme aux biomatériaux synthétiques sont devenus
une préoccupation plus importante depuis les récents événements liés aux

implants mammaires.



La production d'un équivalent cutané, a partir de la technique
de base mise au point pour la production d'un vaisseau sanguin, montre bien 2
quelle point cette nouvelle méthode est polyvalente. Elle permet de produire des
tissus ayant une structure tissulaire dont les propriétés physiologiques ont
permises dépasser les limites actuelles de l'ingénierie tissulaire: la construction
d'un vaisseau sanguin enti2rement biologique doté d'un résistance mécaniques
supra-physiologique, la production d‘une média vasculaire permettant i des
cellules musculaires lisses humaines cultivées d’exprimer un phénotype
réellement contractile et l'élaboration d'un équivalent dermo-épidermique
entiérement biologique dont les qualités ultrastructurales sont insurpassées in
vitro. En conclusion, les applications en ingénierie tissulaire de cette nouvelle
technologie semblent innombrables et d'autres modéles organes pourront bientdt

profiter de cette approche simple mais innovatrice.
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Résumé

Une structure de cellules musculaires lisses contractiles et sa
méthode de production est décrite. La structure de cellules musculaires lisses
comprend (i) des cellules musculaires lisses cultivées in vitro dans des conditions
permettant la formation d'un feuillet de cellules musculaires lisses et (ii) une
matrice fibreuse endogéne formée par les cellules musculaires lisses, ot la
structure de cellules musculaires lisses concerve la capacité de contracter en
réponse a des agonistes vasoactifs. La structure de cellules musculaires lisses peut
étre produite sous forme tubulaire et peut étre utilisée afin d'évaluer les réponses
contractiles des cellules musculaires lisses a l'aide d'appareils classiques de

pharmacologie vasculaire.
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Abstract

A contractile smooth muscle cell construct and a method for
preparing the smooth muscle cell construct are described. The smooth muscle cell
construct is comprised of (i) smooth muscle cells that have been cultured in vitro
under conditions to allow the formation of a sheet of smooth muscle cells and (ii)
an endogenous fibrous matrix formed by the smooth muscle cells, wherein the
smooth muscle cell construct retains the ability to contract in response to
vasoactive agonists. The smooth muscle cell construct may be prepared in planar
or tubular for and can be used to study or evaluate the contractile responses of

smooth muscle cells.

INVENTORS: Nicolas L'Heureux, Lucie Germain and
Frangois A. Auger.

AFFILIATION:  Laboratoire d'Angiogénese

Expérimentale/LOEX, Hopital du Saint-Sacrement and Department of Surgery,
Faculty of Medicine, Laval University

APPLICANT: Université Laval



Field of the invention

This invention is in the field of tissue engineering. In
particular the invention relates to the production, in vitro, of a three-dimensional
preparation of a smooth muscle cell construct which contracts as a whole tissue in
response to physiological stimuli. This smooth muscle construct has numerous
applications including pharmacological testing, organ modelling for research

purposes and vascular prosthesis development.

Background of the invention

When vascular smooth muscle cells are cultured, in vitro, they
lose their contractile response to vasocontractile substances. This phenotypic
modulation greatly limits vascular medical research to animal and animal organ
experimentation, especially in such fields as hypertension. While some indirect
information can be obtained from non-contracting smooth muscle cell cultures,
results of such experiments must be carefully interpreted. Furthermore, even
though it is possible to obtain contractile smooth muscle cells in vitro, if they are
freshly isolated (primoculture), this technique is limited by the number of cells

obtainable and clinically available human tissue.

The various methods described, up until now, to evaluate
contractile responses of smooth muscle cell cultures have three common and
serious weaknesses, 1) the cells are on non-physiological substrata, 2) quantitative
evaluation of contraction forces are not possible, and 3) quantitative assessment of
contraction is made on a "single-cell-basis” (although numerous cells can be
studied concurrently) and therefore, does not necessarily provide information on
a "tissue basis" response. Recently, some two-dimensional sub-cultures of

non-vascular animal smooth muscle cells have shown limited contractile
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responses to appropriate stimulants. Nevertheless, human sub-cultured smooth
muscle cell contraction in particular cells of vascular origin, has yet to be
demonstrated.

Consequently there is a need to develop a smooth muscle cell
construct that can be useful as an in vitro replica of smooth muscle responses in

vivo.

Summary of the invention

The present invention provides a contractile smooth muscle
cell construct comprised of (i) smooth muscle cells that have been cultured in
vitro under conditions to allow the formation of a sheet of smooth muscle cells
and (ii) an endogenous fibrous matrix formed by the smooth muscle cells,
wherein the smooth muscle cell construct retains the ability to contract in
response to vasoactive agonists. In one embodiment the smooth muscle cell
construct may be prepared in tubular form. This smooth muscle cell construct is
representative of the basic structure of a vascular media, the contractile element of
a blood vessel, and shows contractile responses to normal vasocontractiie
agonists. Thus, this invention allows the quantitative investigation of isometric
contractile forces generated by pure populations of cultured, or sub-cultured,
human vascular smooth muscle cells, in a physiological environment and on a
"tissue basis”. This tissue equivalent, contracting as a whole, is an actively

vasoresponsive structure similar to its physiological counterpart, the media.

The present invention also provides a method of producing a
contractile smooth muscle cell construct said method comprising,

(a) culturing the smooth muscle cells in a culture vessel
with a culture medium that enhances the synthesis of a fibrous matrix by the cells;
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b) maintaining the cells in culture until the cells adhere to
the culture vessel, become confluent and form a cell sheet, and

<) allowing the cell sheet to spontaneously detach or
detaching the cell sheet from a culture vessel. The cell sheet can be detached
using various means such as enzymatic or mechanical detachment.

The method can also include an additional step (d) wherein
said cell sheet is rolled around a tubular support to produce a tubular cell

construct.

Brief description of the drawings

Figure 60 A-E is a schematic diagram showing the preparation
of a tubular living tissue construct according to the method of the present

invention.

Figure 61 A is a dose-response curve showing the contraction of

a living tissue construct in response to varying concentrations of serotonin.

Figure 61 B is a dose-response curve showing the contraction of

a living tissue construct in response to varying concentrations of histamine.

Detailed description of the invention

It has been determined that cells of mesenchymal origin (such
as smooth muscle cells and fibroblasts) will grow as a multilayer of cells
intertwined in an extracellular matrix (e.g. collagen) synthesized by the cells

themselves. When these cells are cultured in the presence of ascorbic acid, they
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reach confluence faster and the proportion of the collagenous component of the
above-mentioned cultures increases drastically. If these cells are maintained in
culture several days past confluence, cells and matrix will detach as a whole from
the cultures substratum, thus creating a sheet of living cells in a collagenous

matrix of endogenous origin.

The spontaneous detachment of such living sheet is achieved
by enhancing collagen (or other matrix protein) synthesis or assembly in the cell
culture. Detachment may also be included by lowering the strength of the cell to
substratum junction, for example by lowering substratum adhesiveness, by using

proteolytic enzymes or by using mechanical force.

Once a sheet of living tissue is obtained, it can be rolled on the
outer surface of a tubular support of varying diameter to give it a tubular form. If
the sheet is held in place while rolled up for a few hours in suitable cell culture
conditions, it will adhere to itself relatively firmly and will stay in its tubular
form, around its support. The tubular tissue hence created may be kept in culture
conditions for extended periods of time and submitted to various culture
conditions to influence its ongoing development (ascorbic acid, serum, mitogens,

etc.)

At the end of its maturation period, the tubular tissue can be
slid off its tubular support to provide the basic scaffold for the construction of a
more complex tissue culture system. For example, endothelial cells can be seeded
on the inner surface of a tubular tissue made of smooth muscle cells, hence
producing a basic blood vessel construct or prosthesis. Such a tubular tissue
prosthesis can be useful in tissue transplantation as it can be made from the cells
of the graft recipient, thus circumventing immunological rejection of the
prosthesis. Furthermore, the tubular tissue can be rolled up in a similarly
produced sheet to obtain a two layer tubular lining tissue construct. Cells which
form the second layer can be of identical nature to the cells of the first layer to
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obtain a thicker tissue, or of different origin (such as fibroblasts) to create a two cell
type living organ equivalent in order, for example, to study cell-cell interactions.

To study smooth muscle cell contraction, the tubular tissue,
made of smooth muscle cells, is slid off its tubular support and cut in annular
sections of desiréd width. Alternatively, the annular sections may be cut before
the tubular tissue is slid off the support. Such an annular section can be mounted
on an isometric force transducer, whilst in an organ culture bath, and submitted
to a basal tension. Stimulations can be carried on by injecting vasoactive
substances in the bath and recording the contractile response through the
transducer output. This technique is well established and this invention can be a
substitute for animal blood vessels which are normally used as contractile tissue.

xa : ati i h

The following example describes one method for preparing a
contractile tubular tissue made of smooth muscle cells according to the present
invention. It is not intended to limit the scope of this invention to one particular
shape, cell origin or age, time frame, component concentration or culture
condition. One skilled in the art can readily appreciate that various modifications
can be made to the method without departing from the scope and spirit of the

invention.

Typically, 750,000 viable sub-cultured human smooth muscle
cells (passages 3-7) are seeded in a standard 75 cm? culture dish for a final seeding
density of 104 cells/cm2. Cells are fed with 20ml of culture medium (3:1 mixture
of Dulbecco's Modification of Eagle's Medium and Ham's F12 Modified Medium,
10% Fetal Clone I from Hyclone, 100 U/ml of penicillin G and 25pg/ml of
gentamicin). The culture medium is changed every day. A freshly prepared
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solution of ascorbic acid is added every day to the culture medium at a final
concentration of 100ug/ml. Cells are kept in a humidified atmosphere (92% air
and 8% CO2).

Under the above-mentioned culture conditions, the cells will
adhere to the culture surface and proliferate until the entire culture surface is
covered with cells (confluence). if culture conditions are maintained, the cells
will grow as a multilayer of cells and endogenous fibrous material. If culture is
prolonged for several additional days, this fibrous tissue will show signs of
detachment from the culture substratum and will spontaneously completely
detach itself, as a whole, from the substratum. Omitting the ascorbic acid may lead
to a longer culture period before detachment and will not produce a cohesive
single sheet but rather numerous irregular masses of agglomerated cells. The
complete process of spontaneous tissue detachment is a swift and sudden process
and can undergo completion in as little as 15 minutes. The resulting free-floating
sheet of living tissue must be kept unfolded until the following stage of
fabrication since it will readily and irreversibly agglutinate. It is also possible to
induce the detachment of the forming sheet, for example in order to control the
time of detachment. One possibility is to use a rubber policeman to detach the
sheet from the culture surface when signs of detachment are apparent. However,

this method must be very carefully performed as it can cause holes in the sheet.

Although this sheet can be used for numerous applications in
its planar form, a tubular form will facilitate some other applications. in
particular, the tubular form is valuable for experiments relating to vascular
physiology and pharmacology. In order to give a cylindrical form to the sheet of
tissue the inventors have designed a tubular support as shown schematically in
figure 60. Referring to figure 60, Step 1, the tubular support (2) is equipped with a
thread (4) which can be set longitudinally to the external surface of the tubular
support. to ensure that the thread is closely laid to the surface of the tubular
support, tension is provided by two elastic rings (3) positioned outside at both
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ends of the tubular support. Typically, a polypropylene thread is secured under a
silicone elastomer ring, by means of a stop notch (5), while the other end of the
thread is slid under the silicone ring (3) at the other end of the tube.

To roll the living sheet, one edge of the sheet (1) is placed
between the tubular support and the thread. The thread (4) is then pulled along
the arrow (6} in order to squeeze (7) one edge of the sheet between the thread and
the external surface of the tubular support as shown in figure 60, Step 1. A
minimal amount of the sheet should cross over the thread although it is
important that all the edges be secured as shown in figure 60, Step 2. While
rolling the living sheet, limited force can be applied to the farther edge of the
sheet in order to stretch it to various degrees as shown in figure 60, Step 3. If the
sheet has been mechanically detached, it is useful to leave one of its extremities
attached to the culture surface in order to provide such a stretching force upon the
rolling of the living sheet. When the sheet is completely rolled up, the thread is
slid off by pulling in the direction of the arrow as shown in figure 60, Step 4. The
sheet is then secured with the thread to prevent unrolling of the sheet as shown
in figure 60, Step 5. Thereafter, the tubular living tissue can be cultured for
several weeks, with ascorbic acid, to allow further maturation of the tissue. The

thread may be removed 1-2 days later.

The tubular support can be made of various materials. It is
usually made of inert matter, such as styrene, to facilitate the removal of the
tissue at the end of the maturation period. However, it can also be made of
stainless steel, collagen, polytetrafluoroethylene or bioactive or biodegradable
materials. [t is preferable to use a tube made of a material which can be readily
cleaned and sterilized. The outer diameter of the tube will establish the final
diameter of the lumen of the tubular living tissue produced (2-8mm). The thread
can be easily replaced following each use. Plastic type thread can also be used if it
is cleaned after each use.



After 3 to 4 weeks in the above-mentioned culture conditions
the tubular tissue, which is the equivalent of a vascular media, can be slid off its
tubular support and cut into annular sections of 2 to 5 mM. these annular
sections can be used to test the contraction of smooth muscles in wvitro. The
annular sections prepared according to the present invention have been tested
with two physiological vasoactive substances, namely serotonin and histamine.
Figure 61 A and 61 B show the contraction response of annular sections when
stimulated with varying concentrations of serotonin (figure 61 A) and histamine
(figure 61 B). In figure 61 A, the points (1), (2), (3), and (4) represent stimulation
with 30 ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml and 1000 ng/ml serotinin, respectively. In
figure 61 B, the points (1), (2), and (3) represent stimulation with 10-M, 3x10-5 and
104M histamine, respectively. These results are comparable to those obtained
using human or animal blood vessel thus demonstrating that the tissue
equivalents prepared according to the present invention are useful models of

living tissues.

Those knowledgeable in the field of tissue and cell culture will
be able to construct equivalent structures, with only the available material in a cell
culture laboratory, which can be used for specific applications by simply replacing
a particular component or technique by a similar component or technique which
will produce the same general effect. Such equivalents are intended to be

included in the scope of this invention.
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Figure 60:  Production of a living tubular tissue. A living
sheet is squeezed against the mandrel (7) by pulling on the thread (6) and
completely rolled (step 1-3). The thread is used to keep the rolled sheet in place for
the first days of maturation (step 4-5). 1= Living sheet, 2= inert tubular mandrel,
3= silicone rings, 4= surgical thread with 5= knot.
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Graded contractile response of tissue engineered smooth muscle to
vasoactive compounds. (A)Contractile responce to increasing

concentrations of serotonin: 1) 3x 108 M, 2) 1 x 107 M, 3) 3x 107 M
and 4) 1 x 106 M. (B)Contractile responce to increasing
concentrations of histamine: 1) 10-5 M, 2) 3 x 10-> M and 4) 104 M.
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Claims
What we claim as our invention is:

1. A contractile smooth muscle cell construct

comprising:

(i) sub-cultured human smooth muscle cells that have been
cultured in vitro under conditions to allow the formation of a sheet of smooth
muscle cells; and

(ii) an endogenous fibrous matrix formed by the smooth
muscle cells; wherein the smooth muscle cell construct retains the ability to

contract in response to vasoactive agonists.

2. A contractile smooth muscle cell sheet according

to claim 1 wherein said smooth muscle cell construct is in tubular form.

3. A method of producing a contractile smooth
muscle cell construct of claim 1 which comprises:

(@) culturing sub-cultured smooth muscle cells in a culture
vessel with a culture medium that enhance the synthesis of a fibrous matrix by
the cells;

() maintaining the cells in culture until the cells adhere to
the culture vessel, become confluent and the cell and the matrix form a sheet; and

(c) allowing the cell sheet to spontaneously detach or

detaching the cell sheet from the culture vessel.

4. The method according to claim 3 further
comprising rolling said cell sheet around a tubular support to produce a tubular

living tissue construct.



5. The method according to claim 3, wherein said

culture medium includes ascorbic acid.

6. The method according to claim 4, further
comprising, removing the tubular living tissue construct from the support and

maintaining said tubular living tissue construct in culture.

7. A method of producing a multilayered tubular
living tissue construct said method comprising;

a) creating a tubular living tissue construct according to
claim 4,

b)  rolling a second cell sheet around said tubular living

tissue construct.

8. The method according to claim 7 wherein said

second sheet comprises fibroblasts.

9. The method according to claim 4 further
comprising seeding endothelial cells on the inner surface of said tubular living

tissue construct.

10. A contractile smooth muscle cell construct prepared

according to the method of claim 3.

11.  The smooth muscle cell construct according to claim 10
wherein said smooth muscle cell construct contracts in response to a vasoactive

substance.

12 The smooth muscle cell construct according to claim 11

wherein said vasoactive substance is serotonin or histamine.
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13. A tubular living tissue construct prepared according to
the method of claim 4.

14.  The tubular living tissue construct according to claim 13

wherein said construction contracts in response to a vasoactive substance.

15.  The tubular living tissue construct according to claim 14

wherein the vasoactive substance is serotonin or histamine.
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