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Résumé court 

Les biomatériaux synthétiques sont utiiisés lors de la 

production d'organes par ingénierie tissulaire afin de fournir le support 

mécanique nécessaire pour &sister aux contraintes rencontrées in vivo. Dans cette 

these, nous présentons une nouvelle méthode qui permet de produire u n  

vaisseau sanguin humain en utilisant exclusivement des cellules humaines 

cultivées (aucun matériau exogéne synthétique ou biologique). Il s'agit du  

premier vaisseau sanguin entièrement biologique produit par ingénierie 

tissulaire à présenter une pression à l'éclatement supérieure à celle de veines 

humaines. De plus, son endothélium a inhibé l'adhésion plaquettaire, sa média 

était contractde, tandis que sa maniabilité et sa suturabilité ont permis une 

implantation préliminaire in vivo. Ainsi, ce vaisseau sanguin, entièrement 

biologique et humain, a présenté les qualités d'une prothèse vasculaire et d'un 

modèle d'étude in vitro. Par ailleurs, cette nouvelle technologie a égakment été 

utilisée pour produire un nouvel équivalent cutané. 



Résumé long 

Depuis toujours. les biomat6riaux synthdtiques ont foumi le support 
mhnique nécessaire aux organes produits par îng6nierie 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 et5 de produire un vaisseau sanguin humain enti6rement 
biologique qui présente les caract6ristiques nécessaires à son utilisation en tant que proth5se 
vasculaire in vivo. Une nouvelle méthode a Cté mise au point qui permet de construire un 

vaisseau sanguin, par ingdnierie tissulaire, en utilisant exclusivement des cellules humaines 
cultivées. Celui-ci ne contient aucun matériau exogéne, qu'il soit synthétique ou biologique. Au 
cours de cette approche, œ sont les cellules eiles-mêmes qui synthétisent la matrice 
extracellulaire qui assure la structure du tissu. Ce vaisseau sanguin a présenté une pression à 

l'éclatement dépassant 2000 M g ,  ce qui est supérieure A celie de veines humaines. Ii s'agit 
du premier vaisseau sanguin produit par ingénierie tissulaire présenter une telle résistance tout 
en &nt entièrement biologique. De plus, son endoth6lium a inhibé l'adhésion plaquenaire in 

vitro tandis que sa maniabilit6 et sa suturabilité ont permis une implantation préliminaire in vivo. 

Par ailleurs, la media du vaisseau, composée de cellules musculaires Lisses, a demonué des 
qualités contractiles intéressantes face Zi plusieurs agonistes vasculaires classiques: histamine, 

strotonine et bradykinine. Ce tissu contmctiie a 6td utilisé, dans les bains à 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 modèle d16tude des flux calciques 
intraceilulaires, par microfluororn~tne, en r6ponse I'ATP. Ainsi, ce vaisseau sanguin, 
entierement biologique et humain, présente les qualités dune prothèse vasculaire et d'un modèie 
d'étude in vitro. Enfin, cette nouvelle technologie a également mené à la production d'un nouvel 
équivalent cutané. Celui-ci a &gaiement Ct6 utilise comme modUe phamcologique U1 vitro et 

des expériences sont en cours afin d'évaluer son potentiel en tant que greffon cutané UI vivo. En 
conclusion, cette nouvelle approche s'est dvélée très poiyvdente et peut être appliquée à 

production de nombreux organes par ingénierie tissulaire. 
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(Directeur) 
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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 

l'athéroscl&ose, sont la principale cause de mortaIit6 et de morbidité en  

Amérique du Nord.1 Il n'est donc pas surprenant de constater le nombre 

impressionnant de publications scientifiques dédiées à 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 être éclaircis. Afin de 

mieux analyser les phénomènes impliqués dans I'athérosclérogénèse, de 

nombreux chercheurs ont mis au point des modèles permettant l'analyse, i n  

vitro, du comportement des cellules de la paroi vasculaire (cellules endothéliales 

et musculaires lisses) dans diverses conditions contrôlées de c o c ~ l t u r e . ~ - ~ ~  

Cependant, aucun de ces modèles n'a réussit à reproduire l'ensemble des 

caractéristiques d'un vaisseau sanguin humain. Néanmoins, grâce aux progrès 

constants dans le domaine de l'ingénierie tissulaire, il est maintenant possible de 

créer des modèles de vaisseaux sanguins encore plus fidèles à la réalité. Il s'agit là 

du premier but de ce doctorat. 

Au point de vue clinique, l'athérosclérose entraîne, dam les 

derniers stades de la maladie, I'obstniction 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 système nerveux 

central (accidents cérébraux vasculaires); et bien sîir, 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 dessenris par 

le vaisseau thromboûé. Dans le scénario idéal, une autogreffe peut être r6alisée en 

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



patient. Maiheureusement, l'athérosclérose est une maladie systémique qui 

affecte le réseau vasculaire à plusieurs endroits à la fois. Ainsi, les autres 

vaisseaux d u  patient, qui pourraient servir de greffons, sont souvent en tr2s 

mauvais état, ou même, déjà obstrués. De plus, puisque la maladie affecte 

plusieurs sites à la fois, les patients doivent très souvent subir plusieurs pontages 

successifs ou concomitants. Au fil des années, les greffons autologues viennent à 

manquer et c'est alors que les prothhes synthétiques entrent en jeu. Ces tubes de 

biomatériaux hémocompatibles donnent de très bons résultats dans le cas de 

vaisseaux de grands diamètres, et sont également utiles dans le cas de diamètres 

moyens.lsJ6 Cependant, dans le cas de vaisseaux de faibles diamètres (coeur et 

jambes), les prothèses synthétiques ne donnent que de piètres rés~ltats.l7-*~ 

Diverses approches ont déjà été utilisées afin d'améliorer les 

performances de prothèses synthétiques de faible diamètre (d I 5 rnM). Outre la 

recherche ininterrompue de nouveaux matériaux synthétiques plus inertes, 

plusieurs stratégies visent à rendre les prothèses plus «biologiques.. Ces efforts 

ont d'ailleurs donné lieu aux premiers pas de l'ingénierie tissulaire vasculaire. 

Au cours des dernières années, l'ingénierie tissulaire s'est considérablement 

développée et est maintenant reconnue comme un domaine de recherche à part 

entière. Elle a même été choisie par le journal Scientific American comme l'une 

des quatre disciplines médicales qui auront le plus d'impact au cours du prochain 

siècle.20 En effet, plusieurs organes produits par ingénierie tissulaire s'approchent 

tellement de l'original que leur utilisation clinique chez l'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 à produire un modèle de vaisseau 

sanguin humain ayant les caractéristiques nécessaires à son utilisation comme 

greffon vasculaire de faible diamètre chez l'humain. 



Depuis 1985, le Laboratoire dWOrganog4nèse Exp6rimentak 

(LOJZ) évolue dans le domaine des rnodhles d'organes construits par culturi 

cellulaire. Étudiant et produisant d'abord de la peau, le U3M a ensuite mis su  

pied le Laboratoire d1Angiogén&se Expérimentale (LAEX), en 1989, faisant ains 

son entrée dans le monde des modeles vasculaires. Plus récemment, 1t 

Laboratoire d'orthopédogénèse Expérimentale (LOPEX) a été aéé dans le but dt 

reconstituer, in vitro, un ligament antgrieur croisé humain. Enfin, le dernier nt 

du LOEX, le Laboratoire dtOrganogénèse Pneumolcgique Expérimentalc 

(LOPNEX), a pour objectif de produire un modèle tridimensionnel de bronche 

humaine pour des fins de recherche dans le domaine de l'asthme. Dans tous les 

projets du LOEX, une attention toute particulière a été apportée à Ia création d'un 

environnement cellulaire naturel et à l'emploi de cellules humaines. Pour le 

LAEX, cet effort se concrétise en cinq grands principes. Premierement, les cellules 

utilisées sont exclusivement d'origine humaine. Deuxièmement, la matrice 

extracellulaire est entièrement naturelle (non-synthétique) et d'origine humaine. 

Troisièmement, le modèle comprend les trois types cellulaires principaux 

contenus dans un vaisseau sanguin (cellules endothéliales, ceUules musculaires 

lisses et fibroblastes). Quatrièmement, les types cellulaires sont respectivement 

disposés de facon à respecter la répartition des populations cellulaires tel 

qu'observée in vivo. Enfin, Ie modèle possède une structure tridimensionnelle 

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

En 1993, les efforts du LAEX se sont concrétisés en une première 

publication qui présentait l'unique rn~dè le  de vaisseau sanguin tubulaire 

entièrement humain.21 Ce faisant, les 5 principes de bases établis plus tôt 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 probl&mes d'hyperplasie intimale qui sont la principale cause d'échec à long 

terme des prothèses vasculaires.22 Par ailleurs, l'absence de produit synthdtique et  

la présence d'une matrice extracellulaire physioiogique rhduiraient 



vraisemblablement les probkmes d'inflammation et d'infection en favorisant le 

comportement normal des cellules (incluant les celluies 

immunocompétentes) .~~ Finalement, le fait que le greffon soit vivant pourrait 

permettre à celui-ci de s'adapter à son environnement, de répondre à des stimuli 

physiologiques et même, de croître parallèlement à son hôte.31 

Malheureusement, ce premier modele ne pouvait être considéré comme une 

prothèse vasculaire apte à être 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 à relever était de produire, par ingénierie 

tissulaire, un nouveau type de vaisseau sanguin entièrement h u rn a in mais ayant 

des aualités mécanioues permettant la 

matériaux synthétiques. D'autre part, en tant que modèle vasculaire in vif ro, 

celui-ci serait supérieur aux anciens modèles 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 thèse, la suite de l'introduction fera un survol des 

différents concepts qui forment la toile de fond des recherches dont nous verrons 

les hi t s  plus loin. Tout d'abord, nous ferons une brève description du vaisseau 

sanguin et de sa principale pathologie: l'athérosclérose. Par la suite, partant des 

systèmes plus simples en allant vers les plus complexes, nous ferons la revue des 

connaissances dans le domaine de l'utilisation des cellules vasculaires in vitro, de 

la construction de modèles de paroi vasculaire in vitro, et enfin, de la production 

de prothèses vasculaires pour des applications in vivo. 



1.2 Développement, structure, fonctions et pathologies du vaisseau 

sanguin 

1.2.1 Le développement 

Le système cardiovasculaire est le premier organe fonctionnel 

de l'embryon des vertébrés.617 Ceci reflète bien l'importance de la vasculogénèse 

dans le développement embryonnaire. Les premières stnic tues vasculaires 

observables sont les îlots sanguins («blood idand») qui se forment dans le sac 

vitellin (l-somite).6i8 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 hématopoïétiques primitives. Les angioblastes sont définis 

comme étant des cellules possédants plusieurs des marqueurs des cellules 

endothéliales mais n'ayant pas encore formé de lumière. Les angioblastes et les 

cellules hématopoïétiques semblent provenir d'une même cellules mère: 

l'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 

hématopoïétique partagent de nombreuses protéines membranaires (PECAM-1, 

CD34, QH1, MB1)W Par la suite, les îIots sanguins se fusionnent pour former des 

structures étirées qui présentent une lumière primitive. Cette étape est également 

marquée par la différentiation des cellules endothéliales qui est marquée par 

l'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 auprès 

des cellules hématopoï6 tiques.620 En effet, ces angioblastes migrent seul à partir 

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



en migration. Cette migration débute peu après i'apparition des angioblastes 

extra-embryonnaires au stade 1-somite. Au stade 2-somite, les deux réseaux de 

capillaires sont déjà reliés. 

L'organisation spatiale des angioblastes est dictée par deux 

éléments importants: les facteurs de croissance et les molécuies d'adhésion. Le 

facteur de croissance cruciai pour la différenciation et la migration de cellules a 
partir du mésoderme semble être le FGF (dïbroblast growth factor»).6Z1 Celui-ci 

induirait l'activation de gènes spécifiques ayant comme effet l'agrégation de 

celldes mésodenniques dans une zone adjacente à l'endoderme.617 Par la suite, 

le VEGF (wascular endothelia1 growth factors) sécrété par les cellules 

endodenniques 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», o u  

avec une mutation dominante négative, ont démontre qu'un système 

FGF/récepteur FGF intact est nécessaire à la différenciation du mésoderme.622 

Par contre, les récepteurs pour le FGF ne sont plus exprimés par les cellules 

endothéliales des capillaires de l'embryon.623 De plus, le récepteur pour le VEGF 

s'est être la molécule la plus précoce exprimée par des cellules du mésoderme qui 

se différencie en angioblastes.617 Plus tard dans le développement, ces 

l'expression de ces récepteurs persistera mais sera restreint aux cellules 

endothéliales.624 Ainsi, le FGF joue un rôle important dans la différenciation 

mésodermique mais ne semble pas influencer directement la vasculogénèse o u  

l'angiogénèse. Par contre, le VEGF agit directement sur les cellules endothéliales, 

aussi bien au cours de la différenciation, du développement embryonnaire que de 

Ia 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 m&odermiques et l'apparition des îlots sanguins, la 



matrice extracellulaire qui entoure les cellules est essentiellement composée de 

fibronedine. Par la suite, l'apparition de laminine est observée parallèlement à la 

différentiation des angioblastes en cellules endothdiales et I'apparition d'une 

membrane périvasculaire. Enfin, la synthèse de collagène de type IV indique u n  

stade avancé d'organisation de la membrane basale endo théliales et la formation 

di2 cz$icrires. 

Un aspect intéressant du développement vasculaire est 

I'apparition de ceiIules mrrçculaires lisses.625 Contrairement aux cellules 

endothéliales, Les celiules musculaires lisses ne semblent pas influencer Ie patron 

de l'arbre vasculaire mais paraissent plutôt apparaître en réponse à celui-ci. E n  

effet, plusieurs études montrent que Ies 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.626 Ce recrutement pourrait s'effectuer grâce aux nombreux 

facteurs de croissances sécrétés par les cellules endothéliales.121 Outre l'origine 

mésoderrnique 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 crête neurale6= Ceci 

permet de croire que des origine embryonnaires différentes pourrait donner lieu à 

des lignées de cellules musculaires lisses vasculaires différentes dotées de 

caractéristiques et de rôles propres. Cette idées est cohérente avec l'hétérogénéité 

observée dans les population de cellules musculaires lisses adultes. 6 ~ ' .  628 

L'organisation des cellules musculaires lisses vasculaires 

semble, en grande partie, déjà déterminée au moment de la naissance. Par 

exemple, dans le cas des artères principales, le nombre de couches de cellules 

musculaires à Ia naissance est celui observé chez les vaisseaux adultes 

correspondant5.619 Par la suite, l'augmentation de i'épaisseur de la paroi 

vasculaire est attribuable à la synthèse de matrice extracellulaire, l'augmentation 



du nombre de cellules (hyperplasie) ou à l'augmentation de la masse cellulaire 

(hypertrophie) -623 

Un signal prédominant dans la différenciation vasculaire est 

donné par la stimulation mécanique des cellules vasculaires. In vitro, les cellules 

endotiiéliales et muscdaires lisse s0r.t serisibles a u  s timülation 

mécaniques.w33 A cours du développement, les forces de cisaillements 

produites par le commencement de la circulation sanguine contribuent au 

remodelage et à l'expansion du réseaux vasculaire. Par exemple, Ies vaisseaux 

importants du sac vitellin ne se développent que lorsque Ie réseaux vasculaire 

extra-embryonnaire est relié à la circulation principale.617 Par ailleurs, la 

différenciation des cellules musculaires Esses est le résultat d'une hypertrophie en 

réponse une augmentation de la charge imposée aux ceUules.634 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 égaiement liées au développement de pathologies vas~ulaires.6~~3~ 



Les prothèses vascdaires de faible diamètre sont implantés afk 

de remplacer des artères, dites musculaires, dont la structure est présentée à 1; 

figure 1. Comme tous les vaisseaux sanguins du corps humain, l'intérieur de lé 

iumière des artgres muculaires est eniièrement tapis& d'une monocouche dt 

cehies endothéliales. Celles-ci reposent sur une membrane élastique que l'or 

nomme la membrane, ou limitante, éiastique interne. Entre la membrane 

élastique interne et les cellules endothéliales se trouve une très petite quantité de 

matrice fibreuse. Par microscopie 4lectronique, on peut constater que Ies cellulec 

endothéliales reposent en fait sur une très fine membrane basale. Cette 

membrane basde est composée de collagène de type IV, de laminine, de 

fibronectine, d'héparane sulfate, de chondroïtine sulfate, de nidogène, erc.=2 La 

zone comprise entre la membrane élastique interne et Ia lumière est appelée 

intima. La média est constituée essentiellement de cellules musculaires lisses 

orientées circulairement autour de l'axe du vaisseau. Le peu d'espace visible 

entre Ies celIules 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 lunitante, élastique externe. L'adventice est peuplée de fibroblastes (ou 

fibrocytes) répartis dans une matrice fibreuse, riche en collagène et en élastine, qui 

forme un tissu conjonctif dense. L'adventice est parcourue par de petits vaisseaux 

sanguin (vasa vasonim) et des terminaisons nerveuses qui alimentent la média. 



Limitante élastique interne 

Limitante élastique externe 

(a) Veine (b) Artère élastique 

Figure 1: Structure générale (a) d'une veine et (b) d'une artère élastique (d'après 

Spence et Mason33). 

Les artères de plus gros diamètre possèdent essentiellement la 

même architecture mais leurs médias contiennent beaucoup plus de fibres 

élastiques d'où leur nom d'artère élastique. Les artères de plus faible diamètre 

contiennent de moins en moins de ceilules 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 à la fois du fibroblaste et de la cellule musculaire 

lisse: les péricytes.34-37 Les veines, au niveau des artères musculaires, ont la 

meme architecture générale que ces dernières mais leur media est beaucoup 

moins épaisse alors que leur adventice l'est un peu plus. De plus, elles ne 

possèdent pas de limitantes élastiques. 



1.2.3 Les fonctions 

La fonction des vaisseau 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 elie fournit l'oxygène et 

les nutriments nticessaires à la survie de diaque cellule tout en rssupérant 

dioxyde de carbone et déchets variés. La circulation sanguine est également à la 

base des fonctions complexes -de l'organisme car elle permet le transport des 

hormones et des cellules qui assurent la communication des divers systènies 

entre eux. Ainsi, le système sanguin est vraiment à 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 artères qui dicte la 

structure et les fonctions du système circulatoire comme les automobilistes d'un 

vaste système 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 problème pour aller à son «travail». Ainsi, ils 

assurent la bonne circulation des <cordures., du «courrier)>, de la «nourriture. et 

des   poli ci ers^ 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'arrêter 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 à indiquer à tout 

un chacun la direction à prendre. Cette fine monocouche joue donc un rôle 

central dans les phénomènes d'hémostase, d'immunité ou de perméabilité 

trans-endothéliale. 

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

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



sanguin dans les differentes artères d u  corps humain. De plus, c'est également le 

tonus de la media, au niveau des artérioles, dites waisçeawc de résistance», qui 

établit la pression artérielle systémique. Mais la cellule musculaire Iisse n'est que 

simple exécutante d'ordres provenant de l'endothélium ou des centres nerveux 

de contrôle par l'entremise d'une hormone ou d'un influx nerveux sympathique 

OU vascmotecr. Comme c'est le cas sur Ies ,orands Souiel-arts, souvent nomrn& 

«grandes artères», lorsque les feux de circulation se multiplient, 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 phénomènes comme 

l'hypertension et i'athérosclérose. 

Enfin, l'adventice est la partie méconnue du vaisseau sanguin à 

qui la t â~5e  ingrate de soutenir mécaniquement l'ensemble du vaisseau a été 

confiée. Elle est un peu comme les «piliers de béton» qui supportent un tronçon 

d'autoroute aérien: iIs ne se font pas remarqués jusqu'au moment où ils cèdent. 

Heureusement, alors que les deux de circulation* donnent beaucoup de fil à 

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 locaIisations peuvent varier, mais dont la 

rupture a des conséquences souvent désastreuses.38 

1.2.4 Les pathologies: Ifathérosclérose 

Les pathologies du vaisseau sanguin peuvent se diviser en trois 

grands groupes: l'athérosclérose, l'hypertension et les problèmes d'hémostase 

(thrombose excessive ou insuffisante). Ces diffgrentes pathologies sont souvent 

reliées et peuvent se retrouver chez un même 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 l'athérosclérose; plusieurs excellentes 

revues récentes sont disponibles pour ce faire.39-41 Cependant, il ne serait être 

question d'écrire un ouvrage traitant des prothèses vasculaires sans faire un  

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

L'a*-6roscliirose est une maladie corsidérée cùrnme etant 

s y s t ~ q u e .  Pourtant, celle-ci ne crée pas de Iésions au hasard de l'arbre 

vasculaire. En effet, il a été observé, ii y a déjà plusieurs années, que les lésions 

athéroscIérorriateuses se produisent à des sites bien déterminés et pratiquement 

nulle part ailleursl2J3 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 Iymphocytes T (figure 2, étape 3).44.15 Cette accumulation est 

connue sous le nom de datty streaku et se retrouve déjà chez de jeunes enfants e t  

adulteç.d"8 Cette lésion se développe en une lésion intermédiaire par 

i'accurnulation de macrophages et de cellules musculaires lisses (figure 2, étape 4); 

elles forment des monticules dans Ia lumière du vaisseaux et en diminuent 

considérablement le diamètre, entraînant 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 rdargage 

de facteurs de croissance et de médiateurs de l'inflammation qui peuvent faciliter 

la progression de la plaque (PDGF, TGF-f3, EGF, facteur plaquettaire 4, 

fi-thromboglobuline, thromboxane &, etc.) en favorisant la prolifération des 

ceIldes musculaires lisses et en accentuant Ia réaction i n f l a r n r n a t ~ i r e . ~ ~ ~ ~ ~  Les 

lésions plus avancées, appelées plaque athérosciéromateuse, sont coiffées d 'une 

couche fibreuse, d'où le terme «scléros». Elles sont essentiellement composées de 

coflagène, et contiennent toujours des cellules musculaires lisses, des 

macrophages saturés de lipides et des lymphocytes T dont plusieurs sont activés 

(figure 2, étape S).51 Le centre de la lésion est fait de cristaux de cholesterol, de 



gouttelettes lipidiques et de delbris résultant de la nécrose.52 Dans les derniers 

stades de la maladie, la plaque se calUne par l'action d'une cehie  de la paroi 

vasculaire, encore ma1 identifiée, qui exprime des gènes associés avec le 

développement des os.53 Cette calcification modifie les caractéristiques 

mécaniques de la plaque et la prédispose à la rupture de celle-ci.s.l*s' Enfin, la 

plupart des dkks  lors d'un infarctus du myocarde scrvisraent iorsque ces plaques 

se détachent ou se fissurent entrahant une thrombose h d d i a t e  et fulgurante 

du vaisseau associé. Celle-ci est sans doute attribuable à I'exposition du  facteur 

tissulaire («tissue factor>,) à la circulation sanguine.56-59 

Du point de vue cellulaire, Ies sites susceptibles de développer 

des lésions sont caractérisés par une perméabilité accrue de l'endothélium à des 

macronolécules telles Valbumine, le fibrinogène et les lipoprotéines contenant 

du choIestéro1 (LDL = «low densiiy Iipoproteim, VLDL = wery low density 

lipoprotein., lipoprotéine A, etc.).- Ii s'agirait de la première étape menant à 

la formation de la strie lipidique ou &tty streab (tableau I). De plus, les cellules 

endothéliales de ces sites démontrent un indice de renouvellement (a turnover») 

augmenté ainsi qu'un glycocalyx plus mince que les cellules à dss sites 

non-suscep tibles.65-66 Ces effets s u  les ceilules endo théliales ont été 

traditionnellement attribués aux particularités hérnod ynamiques des si tes 

susceptibles, plus spécifiquement en termes de force de cisaillement (ashear 

stress»).67 Cependant, ces sites correspondent aussi bien à des conditions de faibles 

flots que de flots éIevés.68-71 Dernièrement, on a proposé l'hypothèse que les sites 

susceptibles seraient caractérisés par le stress induit sur la paroi vasculaire par la 

pression sanguine et non le f1ot.R Cette hypothèse parait séduisante, mais 

nécessite une étude plus approfondie afin d'être confirmée. 



Figure 2: Une vue générale des différentes étapes du développement de 

I'athérosclérose (d'après RossM). 



Tableau 1: Btapes menant à la formation de la strie lipidique 

(d'après Berliner et COU. 73) 

Transport des lipoprotéines 

Rétention des lipoprotéines 

Modifications des lipoprotéines 

4 Adhérence des monocytes 

Migration des monocytes (chimiotactisme) 

Différenciation Ces monocytes 

Formation des cellules spumeuses 

L'hypothèse la plus acceptée pour expliquer 

l'athérosclérogénèse a été avancée par Russel Ross et est connue sous le nom de 

«response- to-injury hypothesis» (figure 2) -4OJ4875 Celle-ci suggère que 

I'athérosdérose est une réaction inflammatoire chronique en réponse à une 

agression au niveau des cellules endothéliales. Cette agression peut aller du 

simple stress mécanique exercé par des conditions anormales de flot sanguin à la 

destruction totale de la cellule endothéliale en passant par I'hyperchoIestérolémie, 

les infections virales, les composantes de la fumée de cigarette, etc.76 En réponse à 

ces agressions, les cellules endothéliales expriment des cytokines et moiécules 

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 e n  

macrophages, &rétant une batterie de cytokines, d'enzymes et de radicaux 

oxyg4nes qui amplifient la réaction inflammatoire (figure 2, étape 3).n*7fl Les 

cellules musdaires Iisses tépondent à cet environnement par une prolifération, 

une migration vers le lumen, une augmentation marquée de la synthese de 

collagène et par la synthese de facteurs protéiques tel le MCP-1 («monocyte 



chemotactic protein 1»).7930 Pour leur part, les cellules endothéliales réagissent i 

toutes ces molécules en conservant Ieur phénotype inflammatoire, perpétuan 

ainsi le cercle v i a e u .  

Plusieurs agents ont été considérés comme agresseurs potentieh 

de I'rr.L~thé!iiim m a 3  !z indéc-~ie pointée du doigt par plusieurs com.e étant 1; 

grande responsable est la LDL.n.8143 Tel que mentionné précédemment, c e t t ~  

molécule est concentree au niveau des sites susceptibles à l'athérosclérose. De 

plus, il a été démontré que celle-ci peut être oxydée dans l'environnement 

sous-endo~élial.~l~~2 Or, les LDL oxydées ont une activité chimiotactique pour les 

macrophages et induiraient même la synthèse de MCP-1 par ces d e r n i e r s . ~ ~ ~ s  De 

plus, elles induisent la synthèse de la protéine GR0 par les cellules endothéliales, 

une cytokine favorisant l'adhésion des monocytes à l'endothélium (tableau Q.86 

Les LDL oxydees augmentent également la synthèse de MCP-1 dans les cellules 

endothéliales.87 Eues pourraient ainsi entraîner une forte migration de 

monocytes/macrophages dans la paroi  vasculaire.^ Puisque ceux-ci possèdent u n 

fort pouvoir oxydatif, il en résulte une oxydation accélérée des LDL et une 

suroxydation des W L  déjà oxydées. Ces LDL suroxydées sont reconnues par de 

nouveaux récepteurs, sur les macrophages, qui ne sont pas contrôlés par la 

concentration intracellulaire de cholestérol (ascavenger recep tor~~).89~90 Ceci 

entraîne la surconsommation de LDL par les macrophages qui deviennent les 

cellules spumeuses caractéristiques des Iésions de l'athérosclérose (figure 2, 

étapes 3,4 et 5)?1 

Le combat contre I'athéroscIérose passe d'abord par la 

surveillance des facteurs de risques contrôlables tels la consommation de 

cholestérol, la cigarette, l'alcool, l'obésité, l'hypertension, etc. De plus, certaines 

approches thérapeutiques sont ii l'étude afin de pouvoir activement combattre la 

maladie.95 En effet, on place beaucoup d'espoir sur les thérapies visant à 

diminuer l'oxydation des LDL à l'aide d'antioxydants puissants. Des études ont 

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



développement de l'athérosclérose chez le lapin et chez les primates suivant de$ 

diètes élevées en choIestéro1.96~97 Cependant, la première étude menée chez 

l'humain n'a pas montré d'effet anti-athérogénique bien que le traitement ait 

réussi à rendre les LDL des patients plus résistants à l'oxydation.98~99 D'autres 

études sont en cours afin de comprendre ce paradoxe. Par ailleurs, il semble 

possible de pouvoir stabiliser, et = n e  faire régresser, les Esions 

athéroscléromateuses et plusieurs avenues de recherches visent à réaliser cet 

exploit (les étapes potentiellement réversibles sont marquées par les flèches à 

doubles tête de la figure 2).re\wes: 95.100 Enfin, nos cousins français semblent avoir 

découvert depuis longtemps l'antidote contre ïathérosclérose. En effet, le vin 

rouge, même dilué 1000 fois, protège les LDL de l'oxydation catalysge par le cuivre; 

ceci expliquerait la faible incidence de maladies coronariennes observée en France 

malgré une alimentation riche en cholestérol.1ol 

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

et l'augmentation de leur synthèse par les LDL oxydées (d'après 73) 

Molécules ARN messager Protéine 

MCP-1 

M-CSF 

GR0  

Sélectine-P 

24 fois 

4 fois 

30 fois 

2 fois 

20 fois 

10 fois 

20 fois 

2.5 fois 

MCP-1= «monocyte chernotactic protein ln87 

M-CSF = <<monocyte colony stimulating factor»92 

GR0 = une prot6ine connue aussi sous le nom de qgowth-related 

cytokine /melanoma growth-stimulatory activi ~ $ 6  

Sélectine-P 93t94 



1.3 Les cellules vasculaires in vifro 

1.3.1 Les cellules endothéliales 

1.3.1.1 Culture cedulaire 

La majorité des co~aissances acquises concernant les cellules 

endothéliales, et ce dans presque tous les domaines d'études, ont été e n  très 

grande partie obtenue à partir d'expériences menées in vitm. En effet, avec 

l'avenement 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 être soumises à 

des stimuli pharmacologiques, mécaniques ou encore conservées en culture en 

contact avec d'autres types celiulaires. 

C'est Eric A. Jaffe, en 1973, qui connaît les premiers grands 

succès dans le domaine de Ifisolement et de la culture des cellules 

endothéliales.102 Sa technique d'isolement par perfusion de collagénase 

bactérieme est toujours utilisée et reste une des meilleures techniques 

disponibles.'O3-~08 AU début des années 80, la découverte d'un facteur de 

croissance spécifique aux cellules endothéliales, qui sera nommé ECGF 

(«endothebal cell growth factor»), ainsi que l'utilisation de fibronectine ou de 

gélatine pour couvrir les surfaces de cdture, permettent l'obtention de grandes 

quantités de cellules endothéliales hurnaines.10gJlo. Enfin, c'est en 1983 que la 

découverte de l'héparine, en tant que puissant potentiaiisateur de l'activité de 

I'ECGF, porta la culture des cellules endothéliales à son niveau a c t ~ e l . ~ ~ i  L'effet 

de l'héparine est dû à sa très grande affinité pour 1'ECGF et à sa capacité de 

protéger celui-ci de la dégradation, par des protéases présentes dans le milieu de 

culture.~~2 



A ia suite de nombreux efforts visant à étabiir une 

nomenclature structurée des différents fadeurs de croissance, I'ECGF a été classé 

dans la grande classe des aheparin binding growth factor» de dasse 1 (HBGF-1).113 

De plus, I'ECGF présente une grande homologie de séquence avec i'aacidic 

fibroblast growth factor-IN (aFGF-11, qüi est Sgalement de 1a chsse des HBGF-1, et  il 

semble que les deux noms aient souvent été utilisés sans discrimination.114 Des 

travaux suggèrent que I'ECGF et SaFGF proviendrait d'ailleurs du même 

précurseur: I'ECGF-p. 1 15 Néanmoins, cette nomenclature basée sur 1a capacité 

d'un facteur de aoissmce à se lier à l'héparine est loin de faire I'unanimiié. 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: ((retins-derived 

growth factor», xbrain-derived growth factor., castrogiial growth factor», 

«embryonal carcinoma-derived growth factor», ((platelet derived endothelial ceil 

growth factor)) (PD-ECGF), wascular endothelial growth factors (VEGF), et 

~ornentum-derived growth factorn.114 Certains sont probablement très 

sembIabIes, sinon identiques, aux aFGF ou bFGF («basic fibroblast growth fac torp*) 

tandis que d'autres pourraient être véritablement différents. C'est le cas du 

PD-ECGF et du VEGF qui ne possèdent pas d'affinité pour l'héparir1e.1'68"~ Le 

VEGF, aussi appelé vasculotropine ou wascular permeability factor», possède une 

très puissante activité ECGF qui est augmentée en présence de Mg".lls La 

séquence de ce dernier est apparentée au «platelet derived growth factor» 

(PDGF).li6 Néanmoins, le VEGF n'est pas utilisé de routine pour favoriser la 

prolifération des ceiides endothéliales pour des raisons qui relèvent 

certainement des coûts reliés à sa production. 



Au cours des dernières années, d'autres substances ont été 

utilisées afin de aéer des conditions de culture plus favorables aux ceIlules 

endothéliales mais aucune n'a reçu un accueil unanime. Mentionnons tout de 

même que l'utilisation de thrombine, de sérum de veau de nouveau-né et, tout 

particulièrement, de nombreuses molécules de la matrice extracelidaire ont été 

prc;osées icmme additifs encourageant Ia croissance ou la différencia tiori ?CS 

cellules ~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~122 

1.3.1 -2 Métabolisme des cellules endothéliales 

Le bagage synthétique et sécrétoire des ceHules endothéliales est 

très impressionnant et s'explique par le rôle central qu'elles jouent dans le 

maintient de l'équilibre de l'organisme, du système circulatoire et de la paroi 

vasculaire. Voici donc un bref aperçu de l'éventail des molécules produites ou  

modifiées par les cellules endothéliales. 

La matrice extracellulaire semble être d'une grande importance 

en ce qui concerne le comportement des ceilules 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.27 

Parmi les plus importantes, nommons les collagènes de types iIï, IV et V, la 

fibronectine, la thrombospondine, l'élastine, la laminine, les sulfates d'héparanes 

et autres mucopo1ysaccharides.l~~-127 De plus, les cellules endothéliales sont 

capables de sécréter des collagénases et autres enzymes pour modifier la matrice 

qui les entoure.103J28-131 

Les cellules endothéliales sont égaiement capables de sécréter de 

nombreux facteurs ayant des effets variés sur divers types de ceIlules.'21J32J33 Un 

«platelet derived growth factor-me», immunologiquement identiqüe au PDGF 

des plaquettes sanguines, est un facteur de croissance particulièrement stimulant 



pour les cellules musculaires lisses. Celui-ci serait d'ailleurs un des facteurs de 

aoissance jouant un rôle critique dans I'athéroscIérogénèse.~~~ Ainsi, les cellules 

endothéliales sont potentieuement à l'origine d'un réseau complexe d'actions 

paracrines et endocrines, mais également autocrutes.'zi 

Enfin, les ceIlriles endothélkles syilch6tisén: c'es protéir-es 

essentielles à la thrombose, à la coagulation et à la fibrinolyse normaIe.'3"138# 

revues: 139.140 Par ailleurs, elles incorporent et modifient les lipoprotéines: HDL, 

LDL acétylées et B-LDL.8Jrl De plus, elles sécrètent des agents vasodila ta teurs 

ainsi qcte vasoconstricteurs qui contrôlent le tonus des cellules 

muScUlaYeS .revues: 142-146 

1.3.1.3 Modulation de la contraction des cellules muscdaires lisses 

A l'aube des années 80, on ne croyait pas que les celIules 

endothéliales jouaient un rôle très important dans les phénomènes de 

contraction des cellules musculaires lisses qui, rappelons-le, contrôlent la pression 

artérielle. C'est à la suite de la publication des travaux de Furchgott et Zawadzki, 

montrant que la présence d'un endothélium fonctionnel est nécessaire à la 

contraction d'une artère en réponse à l'acétylcholine, que de nombreux biologistes 

cellulaires et physiologistes durent réviser leurs propos.147 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: 1'EDRF ou «endothélium derived 

relaxing factor». Mentionnons, entre autres, que les effets produits par les 

catécholamines, la vasopressine, la thrombine, la bradykinine, l'histamine, l'acide 

arachidonique, la sérotonine et Sionophore A23187 s'exercent par l'intermédiaire 

de l'endothélium.re~~e~:142-146 



La nature du fameux EDRF est maintenant connue et il s'agit 

du NO, ou monoxyde d'azoteY8trevue de la découvefie: 149 De nos jours, ce composé 

extrêmement instable peut être dosé par le biais de ses produits de dégradation ou 

de son activité oxydante-lso-isz Ceci facilite les recherches impliquant le NO' dans 

certzines pathologies hues l'hypertension et le choc sepüque.ijj*;jd Maigr6 tour, il 

y a des effets vasoactifs reliés l'endothélium qui ne sont pas attribuables à la 

synthèse de NO, ainsi que d'autres agents qui exercent leur action en l'absence 

totaI d'un endothéliurn.sJj5 

1.3.1.4 Hémostase 

Un des rôles les plus importants de l'endothélium est le 

contrôle 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 WI, celles-ci doivent offkir une surface antithrombogénique 

en temps normal mais pouvoir provoquer la coagulation lorsque les circonstances 

le dernandent.135J36 Pour ce faire, les cellules endothéliales possèdent une 

mu1 titude de mécanismes-revues: 139~40  En effet, elles ont la ca~acité d'activer la 

coagulation en fixant les facteurs Va, Ka et Xa, la thrombine, la thromboplastine 

et le fibrinogène. De p lu ,  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 cel1uIes endothéliales 

peuvent également synthétiser de I'antithrombirte III, de la thrombomoduline, de 

la protéine S, de l'activateur du plasminogène, des sulfates d'héparane, de la 

prostacyche et, comme vu précédemment, du NO. Toutes ces substances ont des 

activités anticoagulantes ou antiagrégeantes. Ainsi, les cellules endothéliales 

contrôlent étroitement l'équilibre entre les mécanismes pro et antithrombotiques. 



Lorsque l'équilibre est rompu, cela entraîne de graves problèmes cliniques tels 

l'hémophilie, la thrombose, et peut-etre mgme i'athérosclérose. 

1.3.1.5 Étude de I'athéroscIérose 

L'implication de l'endothélium dans la pathogénèse de 

i'athérosc!érose est beaucoup moins apparente que celle des cellules musculaires 

lisses, mais eue n'en est pas moins importante ou reconnue pour 

a ~ t a n t . ~ ~ ~ ~ e s :  761% Comme nous l'avons vu à la section 1.2.3 de ce chapitre, 

l'élément déc!encheur de l'athérosclérose serait, selon l'hypothèse de 

«response-to-injury.. l'agression des cellules endothéliales.75 Les stress subis par 

l'endothélium pourraient être de natures variées. Les cellules endothéliales e n  

culture ont permis de mettre en évidence, entre autres causes possibles, les 

métabolites d u  cholestérol, les stress hémodynamiques, les infections virales et les 

composantes de la fumée de cigarette.8Jj7-lu Les mécanismes proposés par 

lesquels les cellules endothéliales répondraient à ces provocations sont multiples: 

la sécrétion de facteurs de croissance stimulant la prolifération et/ou migration 

des cellules muscuIaires lisses et macrophages, l'adoption d'un caractère 

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 à l'héparine. De 

façon passive, par simple modification de sa perméabilité, l'endothélium pourrait 

amener d'importantes modifications dans la composition du milieu entourant les 

ceUules musculaires lisses, favorisant ainsi leur prolifération.8~~9~13+16E1?8 

1.3.1.6 Autres rôles et utilisations de l'endothélium 

L'endothélium tient également d'autres rôles importants dont 

le dérèglement pourrait être à la source de certaines pathologies. Par exemple, o n  



a découvert que les cellules endothéliales cultivées avec de fortes concentrations 

de glucose forment des membranes basales plus épaisses que dans des conditions 

de culture standard.179 Cette observation rappelle les membranes basales très 

épaisses observées sous les cellules endothéliales dans une pathologie associée a 

des troubles de circulation qui entraîne ulcères et gangrène: le diabète. Voici donc 

un modCle d'fialyse Ir: vitrs trSs intéressant et d'une grzzde simpliciti. Pclr 

ailleurs, des études in vitro ont montré le rôle primordial de l'endothélium dans 

l'invasion des tumeurs cancéreuses.f80 Enfin, les ceiiules endothéliales 

entretiennent des relations avec d'autres t);pes celluIaires dont certains peuvent 

surprendre tel que les kératinocytes.lBl.182 

Un aspect important des cellules endothéliales est Ieur 

implication dans les phénomènes immunologiques. En effet, par leur situation 

anatomique, elles jouent un rôle primordial dans la circulation des cellules 

irnniunocompétentes telles les neutrophiles, les macrophages, et les lymphocytes. 

Au cours des dernières années, il a été découvert que les cellules endothéliales 

sont capables de produire et de répondre à de nombreuses cytokines et 

interleukines, ainsi que d'exprimer à leur surface des molécules du complexe 

majeur d'histocompatibilité de classe 11.183-191 Les cellules endothéliales sont 

donc impliquées dans des phénomènes immunologiques aussi variés que 

l'inflammation, Ie combat contre les infections et Ie rejet de greffe-revues: '92-195 

L'avenir de la recherche concernant les cellules endothéliales 

est vaste et prometteur. Un intérêt certain est soulevé par la possibilité de créer 

des modèles d'angiogénèse microscopique in vif ro (création de capillaires) étant 

donné L'importance de ce phénomène in vivo .196-199 D'ailleurs, d u  point de vue 

de iïngénieur tissulaire, une expertise dans la création de réseaux de capillaire est 

très intéressante. En effet, lors de l'implantation dBéventueIs organes issus de 

l'ingénierie tissulaire, la question de l'apport sanguin dans cet organe sera 

d'autant plus critique que cet organe sera &pais. Ii est probable que la simple 

angiogénèse 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 

capilarkation des nouveaux tissus devront être établies: soit en installant des 

capillaires avant la greffe; soit en accélérant la migration de ceux-a vers le 

nouveau tissu à l'aide de rnoIécules angiogéniques. Un modèle de peau humaine 

capillarisée in vitro afin d'augmenter les taux de prise Ion de la greffe de ces 

équivden ts, a d'ailleurs été d6~eIocpé dans nctre laboratoire et un article scus !e 

point d'être soumis. 

En terminant, les cellules endothéliales, par leur position 

stratégique, sont le véhicule parfait pour la médecine du prodiain siècle: la 

thérapie génique. Par exemple, des projets comme I'impIantation sur les parois 

vasculaires humaines de cellules endothéliales transfectées, contenant des gènes 

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

prod~ts pour des fins thérapeutiques, sont déjà en c o u ~ s . 2 ~ - 2 ~ ~ .  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 premieres observations de cellules 

musculaires lisses en culture par Champy et par Laqueur.206.2o7 Une grande part 

de ces succès 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. 

supplément4 avec aussi peu que 5% de sérum de veau fœtal.208 De plus, leur 

prolifération peut être stimulée de façon importante par de nombreux facteurs de 

croissance tek I'EGF («epidermaI growth factom), le aFGF et le bFGF, mais surtout 



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

plus probable et importante.121.209-21s,revue: 113 216 

De nombreux aspects de la biologie des cellules muscuIaires 

lisses ont été étudiés in vitro tel que le métabolisme des lipides, la sécrétion de 

facteurs Lcr7luenr;ant les ielluies endothSiales et les facteurs stimulznt leur prapre 

croissance.8~2*8~17-2~ Mais, lorsque l'on discute des cellules musculaires lisses, u n  

des grands sujets de recherche qui perdure depuis des années est la modulation 

P héno typique qui s'opère chez ces celluIes.166~~-~6~re~eS: 2WmD3 Brièvement, 

il existe deux phénotypes pour une cellule muscuIaire lisse; le premier est appelé 

«contractile» et se caractérise par une apparence étendue, un index mitotique bas 

(raison pour laquelle on réfère parfois ce phénotype comme un état (<d'arrêt 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 organeues synthétiques très développées.reVues: 1 6 6 3 * 2 9 - s 1  

1.3.2.2 Étude de l'athérosclérose 

Selon l'hypothèse de Ross, discutée plus tôt à 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 

tôt (métabolites du cholestérol, stress hémodynamiques, infections virales, 

composantes de la fumée de cigarette, etc.) entraîneraient ia migration et la 

prolifération des cellules musculaires Iisses, amenant l'apparition d'une masse 

fibreuse synthétisée par ces cellules. Pour apporter des solutions à ce problème, 

qui reste la première cause de mortalité et de morbidité dans les pays 

industrialisés, deux grandes avenues de recherche sont explorées: les facteurs 

contrôlant la prolifération des cellules musdaires Iisses et les facteurs 



influençant le métabolisme des lipides. Dans le premier cas, le PTXF reste li 

p ~ a p a l  facteur stimulant à l'étude, tandis que l'héparine est le produi 

inhibiteur sur lequel plusieurs chercheurs se penchent. De plus, une grand4 

variété d'autres stratégies inhibitrices soient également el 

développernent.~~~~~~-'~~69~2~0~2~2~~~2-~4~ Dans le second cas, l'hypercholestérolémic 
-. aiiisi ~ U P  :'intlzence des cdlrrles er,dotli2!iaIes et d'autres ceIldes sur le trrrssor: 

la modification et le métabolisme des lipides chez les cellules musculaires lisse: 

sont des sujets d'actualité.247-t3.r 

1.3.23 Étude de la contraction des cellules musculaires lisses 

Le tonus des cellules musculaires Esses vasculaires influence 

directement la pression artérielle. Cette dernière joue un rôle prépondérant dans 

certaines pathologies telles l'hypertension et le choc s e p t i q ~ e - ~ ~ w e s :  154.255-rn II 

n'est donc pas surprenant de constater que la contraction de cellules musculaires 

lisses est abondamment étudiée in uivo et également in vitro. 

1.3.2.3.1 Mécanismes contractiles 

Les études ayant mené à 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. Ii n'est pas 

dans notre intention de faire une revue complète des divers mécanismes 

impliqués dans la contraction des cellules musculaires lisses car de très bonnes 

revues concernant chacun des aspects de ce phénomene sont disponibles.E8-268 

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



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

décrire les mécanismes de base. 

L'organisation de l'appareil contractile de la cellule musculaire 

lisse diffère énormément de celle de la cellule musculaire striée. En effet, il n'y a 

pas de bandes-Z caract&i.st;iquec qG perrnet:er.t i'iden tification nerte de 

sarcomères: l'unité contractile du muxle strié.259 Cependant, les deux cellules 

musculaires utilisent le même 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 Ies 

autres grâce au qde de l'activité ATPase du complexe 

actine/myosuie.revues: 269rn0 De plus, c'est également dans les deux cas que le 

facteur déterminant pour la contraction s'avère être la concentration de calcium 

cytoplasmique (Ca*& Mais c'est ici que s'arrête la ressemblance entre les deux 

systèmes. En effet, alon que l'augmentation de Ca-i permet la création du  

complexe Caa/troponine sur les filaments d'actine dans les cellules musculaires 

striées, celle-ci entraîne 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 à la kinase de la chaîne légère de la 

myosine (MLCK) et active cette dernière. Le complexe Ca"/CaM/MLCK peut 

maintenant aller phosphoryler la sérine en position 19 de la chaîne Iégère de la 

myosine de 20 kDa (MLC20). La myosine est un hexamère formé de deux chabes 

lourdes de 200 kDa chacune et de quatre chaînes légères: une paire de chaînes 

légères de 17 kDa chacune, dites essentielles, et une paire de 20 kDa chacune, dites 

régulatrices (figure 4). Ce sont ces dernières qui possèdent, comme leur nom 

l'indique, un fort pouvoir régulateur sur I'activité ATPaçe de la myosine qui, 

celui-ci, dépends de Ieur phosphorylation par le compIexe Ca*/CaM/MLCK 

Ainsi, la phosphorylation de la MLCm permet l'hydrolyse efficace de I'ATP et la 

contraction du muscle.revues: 259360266-268 Lorsque le niveau de Ca" revient au 



niveau basal, ie complexe Ca-/CaM/MLCK se dissocie et la h,iLCm est 

déphosphorylée par une phosphatase (MLCP), stoppant l'activité ATfase du 

complexe actinefmyosine et entraînant la relaxation du muscle (figure 3)m-z74 

ATP 1 ADPtP,  

Contraction 

Figure 3: Mécanismes généraux contrelant I'interaaion actine-myosine dans 

les cellules musculaires lisses (tiré de AUen et Walsh267). 

Le Ca- nécessaire pour faire passer sa concentration dans le 

sarcoplasme cduiaire de son niveau de base (= 140 nM) un niveau provoquant 

la contraction (500-700 nM) peut provenir de deux réservoirs.275. 216 Le premier 



Figure 4: Structure du compkxe contractde de la myosine du musde lisse de 

type II (tiré de Allen et Walsh267). LMM= «light meromyosin», 

W= uheavy meromyosim, L C p  chaine légère de la myosine de 

20 kDa (régulatrice), LC~F chaîne légère de la myosine de 27 kDa 

(essentielle), Si et S2= sous-fragments 1 et 2, P= site de 

phosphorylation. 

est l'environnement extraceilulaire et le second est le lumen du reticulum 

sarcoplasmique.2n Dans les deux cas, la concentration de Ca" y est de l'ordre de 

quelques millirnolaires. 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 contrôlés soit par le potentiel (types L : dong acting>. ou T : 

rtransienb), soit par un récep teur.27B.m Du côté du rétidum sarcopIasmique, la 

libération du Ca" dans le sarcoplasme suMent suite B Ia stimulation du récepteur 

à I'inosi tol l,4,5-triphosphate (IP3) ou la suite d'une élévation du Cawi.%1* 28s 

Les rkepteurs calciques impliqués dans ce demier phénomène, la liberation de 



Ca' induite par Le C a l  peuvent être soiliatés pharmacologiquement par la 

ryanodine ou la cafeine.285 On y réfère d'ailleurs comme étant le «récepteur à la 

ryanodinen. De plus, il existe deux stocks calciques dans le réticulum 

sarcoplasrnique: un est sensible à la cafeine et SF3, tandis que l'autre n'est 

sensible qu'à l'IP3.2s6--288 Afin d'assurer le retour de la concentration de Ca-i à la 

normaie, I'extntsion du Ca-i s'effectue, au niveau de la membrane 

sarcoplasmique, @ce à une pompe calaque ATPase et, de façon moins 

importante, par un échangeur d'ions Nao/Ca" assoaé à une ATPase échangeuse 

d'ions Na'/K'.262*2@-292 De plus, pour contribuer à l'extrusion du Ca-i et pour 

assurer son remplissage, le réticulum sarcoplasrnique possède également, dans sa 

membrane, une pompe calcique ATPase mais différente de celle de la membrane 

cytoplasmique.290-292 

Figure 5 (page suivante): Mécanismes de contrôle de la concentration Ca"i dans la 

cellule musculaire iisse (tiré de Walsh259)- SR: réticulum 

sarcoplasmique, ChR: canal calcique conhôlé par un récepteur, Chs~: 

canal calcique contrôlé par un récepteur situé sur le réticulum 

sarcoplasmique, Chv: canal calcique sensible au potentiel, DG: 

1,2-diacyIglyc4rol, Ex: échangeur Na*/CaW, G: protéine G, IP3: inosi tol 

1,4,5-triphosphate, L: ligand, NaK: ATPase échangeuse de Na*/K', PI: 

p hosphatidylinositol, PIF phosp hatidylmositol 4-phosphate, PIP2: 

phosphatidylinositol $$-bisphosphate, PLC: phospholipase C 

spécifique des phosphates d'ùiositol, R: rkcepteur. 
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Deux mécanismes d'action différents entraînent une 

augmentation du CQ: i) une modification du potentiel de la membrane 

sarcoplasmique ou ii) l'activité pharmacoiogique d'une substance lorsqu'elle se lie 

à 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 

130 m\l de KCl au milieu extraceiIulaire, entraîne l'ouverture des canaux 

calciques dependants du potentiel et donc, une importante entrée de Ca- dans la 

cellule. Dans le second cas, un ligand peut se lier soit à un récepteur qui contrÔIe 

l'ouverture d'un canal calcique, soit à un récepteur lie à une protéine G.266.293 

Dans le cas d'un récepteur qui contrôle 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-.294f95 L'entrée de cations par ces canaux 

entraînerait une dépolarisation de la membrane et l'ouverture des canaux 

calciques dépendants du potentiel. C'est ce mécanisme qui serait responsable de 

l'élévation massive du Ca-i observée par la suite, et non la quantité de Ca" 

entrant à proprement dit par ces canaux.266 Lorsque le ligand se fixe à u n  

récepteur lié à une protéine G, il entraîne l'activation de cette dernière qui peut 

avoir de nombreux effets selon le type de protéine G impliqué. Dans plusieurs 

cas, l'activation de la protéine G mène à l'activation de la phospholipase C 

membranaire qui hydrolyse le phospho-inositol 4,5-diphospha te en inosi t01 

1,4,5-triphosphate (P3) et en diacylglycérol. LW3 ainsi produit diffuse dans le 

cytoplasme et se lie à son récepteur sur la membrane du réticulum 

sarcoplasmique pour provoquer la Iibération 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 nudeotides cycliques.2632a De plus, la liaison d'un 

ligand à un récepteur de type tyrosine kinase peut également entraîner la 

formation d'IP3 en activant une phospholipase Cy.2968297 Enfin, dans tous les 



mécanismes envisagés, l'augmentation du C a i  peut entraîner un relargage de 

Ca' des stocks du réticuium sarcoplasmique par le phénomène de libération de 

Ca* induite par Ie Ca4.285 

Figure 6: Résumé des mécanismes de contrôle de la contraction des cellules 

musculaires lisses (tiré de Çomlyo et Somlyo266). 

Outre la variation de la concentration de Ca-b il existe d'autres 

mécanismes de contrôle de Ia contraction de la ceUuIe musculaire lisse. On 

appelle ces m é c ~ e s  de contrôle indépendants de la concentration de Ca-i 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 prksente la MLCP (figure 3). En effet, le tonus musculaire de base 

est la r&dtmte, à un niveau de Ca"i dortné, de l'équilibre entre l'activation 

continue de la MLCm par le complexe CaW/CaM/MLCK et de sa constante 

désactivation par la MLCP. Ainsi. toute activité inhibant la MLCP augmente le 



tonus musculaire pour une même concentration de Ca"i.272 Ce phénomène a étl 

démontré lors de la stimulation de récepteurs associés à des protéines C 

(cc-adrénergiques, muscariniques, etc.).29&3W En effet, lors de la fixation du ligand 

le récepteur active la phospholipase AL par le biais de la protéine G associée, e 

celle-ci hydrolyse les phospholipides membranaires pour produire de l'acidt 

arachidonique (figure 7). Cette dernière inhibe Za MLCP en dissociant sz 

sous-unité catalytique (37 kDa) des deux autres sous-unités qui sont responsable5 

de l'attachement à la myosine (130 et 20 kDa1.m 11 en résulte donc un€ 

augmentation de la quantité de phosphorylées et une augmentation Je la 

tension développée pour une même concentration de Ca-i. Bien que detu 

phosphatases animales aient déjà été identifiées, la nature et les mécanismes de 

contrôle des phosphatases du muscle lisse sont des questions qui animent 

plusieurs groupes de recherche.301-306 

Selon le même raisonnement, tout ce qui inhibe l'activité de la 

MLCK entraîne une désensibilisation des cellules musculaires lisses au Ca*-i. 

C'est ce qui est observé Iors de la montée du Ca-i à des niveaux de .= 1 pM (figure 

7). Ceci entraîne l'activation d'une protéine kinase sensible au complexe 

CaW/CaM. Celle-ci phosphoryh la MLCK, diminuant l'affinité de cette dernière 

pour le complexe Ca**/CaM.2aJ07J08 Ainsi, 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 'ache 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 l'activité actomyosine 

et leurs activités pourraient être modulab les par leur p hosp horyIation.267 



MLCP 
n 

Contraction - Myosin-P Myosin - Relaxation 

MLCK- P 

Figure 7: Mécanisme de d4sensibiIisation de la contraction de la cellule 

musculaire Esse (tiré de Men et Walsh267). PtdCho: 

phospha tidylcholine, R: récepteur, G: protéine G, PLA2: phosp holipase 

AL AA: acide arachidonique, CaMK II: prot6ine kinase de type II. 

1.3.2.3.2 Contractilité des cellules musculaires lisses in vitro 

Jusqu'à récemment, les cellules musculaires lisses en culture ne 

pouvaient être étudiées pour leur pouvoir contractile car celles-ci perdent très 

rapidement cette propriété in mfro (après un seul passage).208 En effet, bien qu'il 

soit possible de déduire I'effet contractile d'une substance sur la contraction des 

cellules musdaires lisses en observant l'activation de cascades enzymatiques ou 

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



prkédante, cette approche reste indirecte et nécessite un appareillage coûteux et 

cornpIexe.2,5Jj5309~ Par contre, l'étude de la contraction de vaisseaux animaux 

ex vivo, dans des bains d'organe iso16, est attrayante puisqu'elle permet la mesure 

directe des forces générées par le muscle lisse fraîchement extrait de son 

environnement naturel. De plus, I'équipement nécessaire pour effectuer ces 

exp6riences est reiativement peu coûteux, facile d'utilisation ainsi que d'entretien 

et est déjà en place dans la majorité des Iaboratoires de pharmacologie vasculaire. 

Ainsi, les tests de nouveaux produits pharmacologiques ayant potentiellement 

des effets vasoactifs sont toujours effectués sur des sections d'artères isolées 

d'animaux comme le lapin ou le rat.153 

Au cours des années 80, les électrophysiologistes travaillent 

déjà sur des ceilules musculaires lisses fraîchement isolées. Équipés de 

micromanipulateurs et de systèmes d'acquisition et d'analyse d'image, ils leur est 

possible d'observer la rétraction des cellules musculaires Iisses en réponse à des 

agonistes vasoactifs. Certains développeront même 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.3'1-315 

Comme la force générée par !es cellules musculaires lisses isolées et 

non-adhérantes n'est pas nécessairement directement proportiomefle à 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 ceilules. De plus, ces méthodes demandent l'examen de nombreuses cellules 

et, rappeIons-le, nécessitent I'utilisation d'un appareillage sophistiqué. 

En 1980, Harris et collaborateurs proposent l'utilisation de 

silicone solidifié comme un nouvel outil pour l'étude de la Iocomotion 

~elluIaire.~*6 Cette technique consiste à enduire une surface de culhre avec un 

fin film de silicone que l'on prend soin de faire polymériser, de couvrir de 

prottsines et d'y ensemencer des cellules. Les cehies y adhérent et, lorsque 

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



souple film de silicone. Ceci se traduit par de petites vaguelettes visibles, à 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 celluIes musculaires 

Iisses vasculaires en réponse à des agonistes vasoactifs.317-320 Puisque le nombre 

de vaguelette n'est pas directement proportionnel à la force générée par les 

cellules en contraction, la mesure quantitative de cette dem.ii.re ne peut être 

obtenue par cette méthode. EUe présente donc Ies mêmes désavantages que les 

méthode décrites ci-dessus, ayant néanmoins le mérite d'être plus simple, et de 

mesurer l'activité d'une cellule adhérante à un substrat, bien qu'il partiellement 

soit synthétique. 

Mais quelque soit la méthode utilisée, l'intérêt principal de 

mesurer la contraction de cellules musculaires lisses isolées in uifro est de 

pouvoir les cultiver avant de les utiliser. En effet, la culture celIulaire présente 

l'avantage de produire un grand nombre de cellules à partir de peu de matériel de 

départ, Elle dégage des limites et inconvénients liés au prélèvement de tissus 

chez l'être vivant (disponibilité, coût, 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.  

II a &té démontré que des celluies musculaires lisses vasculaires animales (bovin 

et rat) pouvaient conserver leur phénotype contractile, même 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'i.1nage-317~321-324 Ceci est également le cas des celluIes musculaires lisses 

animales cultivées des voies respiratoires et urinaires.3258326 

Mais qu'en e s t 4  des cellules musculaires Lisses humaines? 

Malheureusement, les cellules humaines perdent totalement leur capacit4 de 

contraction lorsqu'elles sont cultivées ne serait-ce qu'un seul passage. Malgré 

l'utilisation de techniques très sensibles permettant la detection de la contraction 

des cellules, il n'est fait état d'aucun cas dans la littérature de cellules musculaires 



lisses humaines cultivées ayant contracté, soientdles vasculaires ou autres. Si Ies 

cellules musculaiTes lisses humaines pouvaient rester contractiles en culture, leur 

utilisation serait d'un grand intérêt. En effet, malgré les faiblesses inhérentes aux 

méthodes d'analyse des cellules cultivées, la nature humaine des cellules peut 

être un facteur important et même primordial dans certains cas. Ainsi, ne serait-il 

pas judicieux de &ter des médicaments vasoactifs sur des cellules humaines e n  

complément ou à la place de tissus animaux? 

1.3.7.3.3 Récepteurs purinergiques 

Les récepteurs purùiergiques se divisent en deux grandes 

familles: ceux qui reconnaissent l'adénosine, dits Pi, et ceux qui reconnaissent les 

purines phosphatées, dits Pz. C'est la famille des récepteurs Pz qui retiendra 

particulièrement notre attention dans cette sedion car il en sera question dans les 

articles présentés aux chapitres 3 et 4. il existe cinq sous-types bien définis de 

récepteurs P2 qui se nomment P x  PZY, Pn, et P2~.revues: 327-329 À chacun de 

ces sous-types correspond un ou des agonistes naturels: Pu< et P2y = ATP et ADP, 

P ~ T  = ADP, P z  = AT*, P2u = ATP et UTP. De plus, il existe trois autres 

sous-types potentiels de récepteurs Pz: un récepteur des nucléotides de l'uridine 

qui reconnaîtrait 1'UDP et  I'UTP, un récepteur Pm liant le Ap4.A (diadénosine 

tétraphosphate) et un récepteur Pqp~12)  sensible à l'ATP.330-332 Puisque seuls les 

récepteurs P x  P2y et P ~ u  sont susceptibles d'être exprimés par les cellules de la 

paroi vasculaire, nous nous limiterons à ces trois sous-types. Les différents 

sous-types de récepteurs ont été définis grâce à leur sensibilité relative à différents 

agonistes synthétiques et naturels. Le tableau III présente un résumé des 

caractéristiques de chaque sous-type de récepteur Pz. 



Tableau I l l  Caractéristiques des soustypes de récepteur purinergique Pz (d'après 

Haden et ~01123) 

Sous-Ty SéIec tivité 

Pes pharmacologique 

Effecteurs primaires 

(secondaires) 

P2x cc,@-meUTP = 0,yrnetA'TP > ATP >> Canal cationique 

ADPBS = 2--MeSATP 

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

a,&metATP = &y-met~TP ( #PLC, JADC, CI ) 

P2u ATP = UTP > A- >> ADP Protéines Gq et Gi 

inactifs = 2-MeS14TP; ADPBS; ( F ~ C  

S,y-metATP 

P ~ T  2-MeSATP > ADP Protéines Gi 

antagonistes = ATP, AMP ( #PLC, JADC, K a * ?  ) 

PZ A ï P 4  = BzATP >> AïP Pore membranaire 

Abréviations: met= méthyl, S= thio, Bz= 3'-O-(4-benzoyl)benzoyl-ATP, 

PLC= phosphoLïpase C, ADC= adényIate cydase, CI= Canai ionique. 

Les récepteurs P2y et P ~ u  sont, tous deux, des récepteurs couplés 

à une protéine G. Dans les deux cas, celle-ci active une phosphoiipase qui 

hydrolyse les phospholipides de la membrane produisant de i'IP3. Ce dernier se 



fixe à son récepteur au niveau du réticulum sarcoplasrnique, entraînant le 

relargage massif de Ca-. C'est d'ailleurs à la similitude de leur mécanisme 

d'action (une élévation de la concentration d'P3) que l'on doit certaines 

concIusions erronées. En effet, à la fin des années 80, toute élévation de la 

concentration d'IP3 en réponse à une stimulation par I'ATP ou I'ADP était 

associée au récepteur P2y car la présence du récepteur Pzu était largement 

sous-estimée.3W Le récepteur P2y diffère pourtant du P2u par sa capacité à inhiber 

I'adénylate cyclase. Dans le système des cellules de rat C6, utilisant 11 agonistes 

spécifiques, il a été démontré que l'inhibition de I'adénylate cyclase présentait une 

sélectivité pharmacologique qui correspondait à celle d'un récepteur P2y.33'J34 

Conséquemment, il a été montré que cette activité dépendait de l'activation d'une 

protéine Gi (caractérisée par son activité inhibitrice de I'adénylate ~ydase).33~ Par 

ailleurs, dans le système de l'érythrocyte de dinde, un récepteur ayant les 

caractéristiques pharmacologiques du sous-type P2y produit une augmentation de 

la concentration d'IP3 et, subséquemment de Ca"i, sans inhiber l'adénylate 

cyclase.336 Cette action est dépendante d'une protéine G ~ L  de la famille des 

protéines Gq, et de l'activation par celle-ci d'une phospholipase Cp.337,38 Étant 

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 P ~ Y .  

D'ailleurs, dans les myocytes de souris, où l'ATP et I'ADP induisent une 

augmentation de la concentration d'P3 et une inhibition de I'adénylate cyclase, 

l'inhibition de I'adénylate cyclase est sensible à la toxine de pertusçiç (inhibiteur 

des protéines Gi) .alors que l'augmentation d'IP3 ne l'est pas.339 

Les récepteurs de sous-types P ~ u  sont encore 

pharmacologiquement mal décrits en partie B cause de l'absence d'analogues de 

I'UTP. Par contre, ces récepteurs sont exprim4s dans de très nombreux t i s ~ u s . 3 ~ ~  

Lorsqu'ils sont sollicités, iIs entrainent l'activation d'une phospholipase C et une 

&vation de la concentration d'IP3 comme c'est le cas pour les recepteurs P~Y. Par 

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



récepteurs PZU et une modification de la concentration de L'AMPc bien que cela ne 

soit pas une caractéristique obligatoire des récepteurs P~Y. Ce qui différencie le 

mieux les récepteurs P ~ u  des P2y est Ieur sensibilité à I'UTP ( d'où le qp) et leur 

insensibilité au 2-metSATP (tableau III). 

L'ADN compl6mentaire des récepteurs P2u et P2y a été 

récemment cloné.340 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 à 7 domaines transmembranaires couplés à une 

protéine G (figure 8). tes récepteurs clonés de P2y de poulet et de dinde ont 

environ 30% d'homologie de séquence avec les récepteurs P2u humains et de 

souris.34~-344 Ceux-ci ont très peu d'homoIogie avec la famille Pl des récepteurs 

purinergiques. LtADN complémentaire des récepteurs P2y et P2u a aussi été 

réexprirné dans des cellules de mammifères, leur conférant ainsi la capacité de 

répondre aux analogues de l'ATP avec la spécificité correspondante à chacun des 

sous-types de récepteurs.342.345 EnfinI une analyse par transfert Northem réalisée 

avec I'ARN messager correspondant confirme L'expression de ces deux sous-types 

de récepteurs dans de nombreux organes.342JQ346 

Les récepteurs purinergiques d u  sous-type P z  sont des canaux 

ioniques qui s'ouvrent au contact de leurs ligands («ligand-gatedn ou «receptor 

operated »).347 Ces canaux sont spécifiques aux cations mais non au Ca". Ils ont 

&té découverts par des éhdes d'électrophysiologie qui ont révélé, en réponse à 

I'ATP, des courants dépolarisants qui survenaient très rapidement, qui étaient 

rapidement inactiv6sr qui &aient ind6pendants d u  potentiel de la membrane et 

dont l'activation ne semblait pas associée à la génération de seconds messagers 

classiques (Cae, M c I  protéine G).3*& Ces caractéristiques ressemblent à celles des 

canaux ioniques activés par des récepteurs lors des influx nerveux (récepteurs à la 

nicotine, GABA, ac6tylcholine, s&otonine, glutamate et glycine). D'ailleurs, il est 

maintenant établi que 1'ATP est un CO-neurotransmetteur au niveau de diverses 



synapses neurone-neurone et neurone-muscle.348 Outre la sensibilité aux 

analogues de I'ATP, le sous-type Pn p e ~ t  être differertcié du sous-type P2y h l'aide 

de la suramine qui inhibe la réponse associée à la stimulation des Pu<. Cependant, 

la classification des rckepteurs Px n'est pas si simple! L'existence de sous-types de 

recepteurs P x  a d'ailleurs été avancée afin d'expliquer certaines incohérences 

dans la classification pharmacologique des récepteurs Pz. Celle-ci reste une 

source de controverses.349 

Le récepteur Pu( a ét6 cloné et sa structure s'avère très différente 

des récepteurs neuronaux cités plus haut.344J50 Sa structure prédite est p l u  près 

de celle d'un canal sodique épithélial et d'un mécanorécepteur bactérien.295 Des 

études ont également révélé une expression trés répandue de son ARNm ce qui 

confirme son rôle d m  divers tissus.34 On a également remarqué une expression 

très forte de ce dernier dans les thymocytes en apoptose et dans la glande pituitaire 

ce qui suggère des fonctions importantes et insoupçonnées de ce récepteur dans 

des phénomènes immunitaires et endocrines.295 De plus, le récepteur doné a été 

exprimé dans des cellules de mammifères et présente une sensibilité aux 

analogues de I'ATP qui correspond à celle du récepteur Pu< d'artère d'oreille de 

lapin et de queue de rat.349 

1.3.2.4 Autres rôles des cellules musculaires lisses 

Pratiquement toute la recherche concernant les cellules 

musculaires lisses vasculaires se rapporte, d'une façon ou d'une autre, à 

l'athérosclérose ou au contrôle de la pression sanguine à cause de l'importance de 

ces pathologies. Cependant, d'autres projets de recherche s'intéressent à des 

pathologies concernant les cellules musculaires lisses viscérales, par exemple, 

dans les cas de fibroses lors d'inflammations chroniques de l'intestid67 Par 

ailleurs, les cellules musculaires lisses du systgme reproducteur feminin font 



ailleurs, les cellules musculaires lisses du système reproducteur féminin font 

également I'obje t d'ktudes in vitro.3fl Enfin, les voies respiratoires contiennent 

également des cellules musculaires lisses. Leur tonus contrôle l'ouverture des 

voies respiratoires et son dérèglement est la base des problèmes relies l'asthme. 
Des cultures de cellules musculaires lisses des voies respiratoires sont également 

utiliçés pour la recherche dans ce domaine.352* 353 

Figure 8: La structure prédite du recepteur purinergique de sous-type P2u 

humain (tiré de Parr et coU.x3). 



1.3.3 Les fibroblastes 

1.3.3.1 Culture ceildaire et acide ascorbique 

LE fibroblaste est sans aucun doute la cellule adhérente qui a été 

la plus étudiée, et donc, la cellule qui est Ia mieux connue. En effet, les fibroblastes 

sont cultivés in vitro depuis les débuts de la culture cellulaire et ceci est sans 

doute attribuabie à leurs exigences nutritives très limitées. En effet, tout milieu de 

culture classique, additionné de 5% à 10% de sérum animal, permet des 

conditions de cultures quasi optimales pour ce type cellulaire. Ces cellules plutôt 

«rustiques» peuvent même être cultivées dans des milieux définis sans sérum. 

Ainsi, les fibroblastes se sont avérés les candidats idéaux p o u  toutes sortes 

d'expériences à caractère fondamental qui s'intéressent au fonctionnement de la 

cellule de mammifère: prolifération, adhésion, locomotion, migration, 

métabolisme, toxicité, cytosquelette, etc.~s73~6~354-3sa 

De façon plus spécifique, le rôle 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 à 

déterminer la nature de la matrice extracellulaire produite par les fibroblastes 

ainsi que les facteurs influençant la synthèse de cette dernière.359 A ce point de 

vue, l'acide ascorbique (vitamine C) a été identifié comme étant un facteur très 

important dans la synthèse de collagène fibrillaire (type 1 et m), la principale 

protéine de la matrice extracellulaire produite par les fibroblaçtes.360** L'acide 

ascorbique joue un rôle de cofacteur de la prolyl-hydroxylase lors de 

l'hydroxylation de la proline en hydroxyproline.362.363 Cet acide aminé modifié 

est très abondant dans le collag&ne et est essentiel à sa conformation en triple 

hélice. Une carence alimentaire en vitamine C produit la fameuse maladie qui a 

marqué le voyage des premiers explorateurs en Arnerique: le scorbut. Celle-ci se 

caractérise, entre autre, par la perte des dents qui r&sulte de la fragilisation extrême 



du ligament dentaire. Ce phénomène est attribuable h une très faible synthése de 

collagbe par les fibroblastes ligamentaires qui sont incapables d'assurer le 

renouvellement d u  collagène en absence d'acide ascorbique.364 

In vitro, l'acide ascorbique augmente de façon remarquable la 

synthese de collagène par les fibroblastes.365 Cependant, ce ph6nomène semble 

être indépendant de son rôle de cofacteur de i'hydroxylation de la proline.360J66 

En effet, la majeure partie de l'effet de l'acide ascorbique est observée à des 

concentrations largement supérieures à celle nécessaire à 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 D'ailleurs, I'effet de i'acide ascorbique 

est significativement inhibé par des produits antioxydants liposolubles mais non 

hydrosolubles.369 Tout ceci peut paraître surprenant puisque l'on pense 

généralement à l'acide ascorbique en tant qu'antioxydant. Cependant, en présence 

d'une large quantité d'ions Fe", l'acide ascorbique génère une activité oxydatrice 

importante qui pourrait expliquer la peroxydation des lipides ainsi que sa toxicité 

à de fortes concentrations.370-372 Par ailleurs, l'acide ascorbique exerce son effet 

sur la synthèse de collagènes de types 1 et ID, en partie en augmentant ia 

concentration d'ARN messager codant pour ces protéine~.3~3#374 

1.3.3.2 Fibroblastes vasculaires et anévrisme 

Suite aux progrès de la culture cellulaire, des fibroblastes ont été 

isolés à partir de tissus d'origines de plus en plus variées: peau saine, cicatrices, 

ligaments, muqueuse orale, vaisseaux sanguins, etc. Il est rapidement devenu 

évident que, contrairement à la perception générale, tous les fibroblastes ne se 

comportent pas de la même façon. Ainsi, l'idée que les fibroblastes aient des rôles 

importants autres que la synthèse et le maintien de la matrice extracellulaire 

commence à faire surface. En effet, pendant longtemps, les fibroblastes ont ét6 

cantonnés dans un rôle à caractère structural, ils ont été très peu considérés 

comme ayant des fonctions physiologiques autres, bien qu'étant abondamment 



utilisés comme outil de recherche. Ceci est particuliérement vrai dans le domaine 

vasculaire où les cellules endothéliales et musculaires lisses ont profité de 

pratiquement toute l'attention des &pipes de recherche. 

Pourtant, il sembIe 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 i n  

vitro.375.376 De plus, les fibroblastes sécrètent un facteur qui augmente la synthèse 

de prostacycline par les cellules endo théliales.3n.378 En  retour, les cellules 

endothéliales influencent le phénotype des fibroblastes et modulent la façon dont 

ces derniers modifient et synthétisent la matrice extracellulaire in vitro.375J79J80 

In vivo, I'influence de facteurs humoraux synthétisés par les cellules vasculaires 

est beaucoup moins facile à 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 à incorporer une prothèse vasculaire synthétique, un 

facteur qui inhibe la prolifération des fibroblastes.381382 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 prothèse 

vasculaire, il s'agit d'un cas où l'importance des fibroblastes, et des facteurs 

humoraux qui les affectent, est clairement mise en évidence. Par ailleurs, 

l'adventice vasculaire semble jouer u n  rôle dans le métabolisme de substances 

physiologiques aussi importantes que l'oxyde nitrique ou I'angiotensine.383,3*4 

L'adventice pourrait même influencer le développement de l'hyperplasie 

intimale.385,3*6 Dans ce cas, l'effet ne serait peut-être pas amibuable aux 

fibroblastes eux-mêmes mais aux vasa vasorum de l'adventice qui éviteraient 

l'hypoxie des cellules musculaires lisses de la media. 

Les nouvelles fonctions physiologiques encore insoupqonnées 

de l'adventice ne changent pas le fait que son rôle principal reste d'assurer la 

résistance mécanique du vaisseau sanguin. A ce chapitre, les connaissances ont 

beaucoup 6voIué et il apparaît maintenant clairement que la stabilité mécanique 



.de l'adventice dépend d'un délicat équilibre entre la dégradation et la synthèse des 

protéines structurales (collagène et é l a s t ine ) .~  hrsqu'i i  y a déséquilibre, on 

observe l'apparition d'une dilatation de la paroi vasculaire: un anévrisme. 

Histologiquement, ce ph6nomhe est caractérisé par la dégradation massive du 

réseau des fibres élastiques de la média.3a7 Cependant, le fait que I'adventice seule 

puisse maintenir l'intégrité mécanique du vaisseau, et que ce tissu soit 

principalement constitué de collagéne, suggere 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.3af 89 

Ces protéases pourraient être sécrétées par les cellules infIammatoires observées 

aux sites des lésions anévrismales, ou par les cellules vasculaires, ou par les 

deux.388 La densité de cellules inflammatoires dans l'adventice dilatée a été 

quantifiée et semble proportionnelle à la taille de l'anévrisme.388 Or, les cellules 

inflammatoires peuvent également synthétiser des élastases, ce qui suggère que la 

dégradation du  réseau de fibres élastiques serait une des premières étapes de la 

formation de l'anévrisme.390.391 Récemment, un modèle animal de dilatation 

artérielle dans un contexte de rejet de greffe xenogénique à été mis au point.392 

Dans ce système, I'ensemencement du greffon vasculaire avec des cellules 

musculaires lisses transfectées surexprimant le TIMP-1 (c&ssue inhibitor of 

metalloproteinases-ln), un puissant inhibiteur des collagénases, réduit la 

formation d'anévrismes.393 Comme prévu, cette surexpression de TTMP-1 

diminue considérablement I'activité de la métalloproteinase-9 (collagénase de 

92KDa ou gélatinase 8) dans les tissus du greffon. Ceci suggère que les 

composantes collagéniques jouent un rôle 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 l'activité élastase qu'exercent plusieurs 

métalloproteinases, malgré leurs noms de collagénase ou gélatinase.394 C'est 

d'ailleurs le cas pour la métalloproteinase-9.395 Ainsi, en supposant que ce 

modèle reflete en partie le développement des anévrismes chez l'humain, les 



deux &eaux protkiques structuraux, collagénique et élastique, pourraient être 

importants pour assurer la stabilit6 mécanique du  vaisseau sanguin. 

1.4 La modélisation de la paroi vasculaire in vitro 

1.4.1 Coculfure directe 

La coculture directe consiste simplement à ensemencer des 

cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses dans un flacon de culture. 

Les celIuIes partagent alors le même milieu de culture, le même substrat et se font 

compétition pour la surface disponible.5~8~396 Les deux types de cellules peuvent 

être ensemencés simultanément ou un type de cellules peut profiter d'une 

période d'attachement et d'adaptation avant l'ensemencement du second 

type.2-4.11 Les cellules sont donc en contact direct. 

De nombreuses recherches ont été menées à l'aide de ces 

cocultures afin de déterminer les effets de la présence d'un type cellulaire sur 

l'autre et vice-versa. Ce modèle est essentiellement utilisé pour détecter les effets 

de facteurs soIubles sécrétés par les cellules, surtout ceux qui ont une trés courte 

durge de vie. De par le contact direct des cellules, ce modele permet également 

d'étudier les mécanismes de communications intercellulaires qui sont 

dépendants des contacts cellule-cellule? 

Ce modèle comporte de nombreux désavantages. D'une part, 

dans l'étude des cellules vasculaires de vaisseaux de grand et moyen diamètre, la 

pertinence de permettre un contact intercellulaire n'est pas évidente puisque cela 

ne représente pas la situation in vivo. D'autre part, les cellules musculaires lisses 

étant beaucoup moins difficiies à cultiver que les cellules endotheliales, elles 

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



instabilité au modéle qui n'est utilisé que pour des exp&iences de courte durée 

( 4 8  h). Par ailleurs, il est possible de dgterminer la prolifération d'une 

population donn&e, en inhibant la division ceildaire de l'autre population. Pou1 

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 

impiique, par exemple, des étapes de séparation telles un immunomarquage suivi 

d'un passage au fluorocytomètre en flux.3Jl 

Parmi les autres problèmes que comporte ce modèle, 

mentionnons aussi le non-respect de la répartition physique et des proportions 

des types cellulaires ainsi que l'absence de matrice extracelluIaire adéquate dont 

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

2.4.2 Milieux conditionnés 

Ceux-ci ne constituent pas vraiment un modèle de coculture 

mais soulèvent le problème de la séparation physique des types cellulaires. U n  

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 utilisk 

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 à trait aux facteurs 

solub les.388J97 

Le principal probkme que pose ce genre de modèle, outre la 

possibilité d'un facteur à demi vie très 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 prgsence du second type cellulaire.3 Dans le cas où ce produit active 

aurait un effet rétroactif sur Ia premiere population, cet effet n'est jamais 

observable. Ce problème est résolu en cultivant des cellules côte à côte, dans u n  

milieu commun, mais sans permettre de contact cellulaire. Évidemment, de 

nombreux désavantages persistent dont Ie non-respect de la répartition physique 

et des proportions des types cellulaires ainsi que l'absence de matrice 

extracellulaire adéquate.397 

1.4.3 Cultures sur microbilles («microcarrier beads*) 

La culture sur ces petites billes de substrats, analogues à ceux des 

flacons de culture, vise également à permettre la séparation des populations et à 

minimiser les contacts intercellulaires. Le modèIe utilisé consiste à cultiver des 

cellules endothéliales sur des microbilles que l'on dépose dans des puits 

contenant des cultures de cellules musculaires lisses.6J55 Malheureusement, ce 

modèle n'élimine pas les possibilités de contact entre les espèces, 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 problèmes mentionnés dans le paragraphe précédant persistent. 

1.4.4 Utilisation de microfiltres 

La compagnie Millipore Corp. (Bedford, MA) produit une 

chambre de culture appelée MilliceIl. 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 p. La 

MilliceIl s'insère avec précision dans un puits plus grand de façon à ce que son 

fond soit à environ 2 mM de celui du puits. Dans le modèle vasculaire, des 



cellules endothéiiales sont ensemencées dans la MilliceIl et des cellule: 

musculaires lisses sont cultivées d m  le fond du puits de la plaque.3JI Les dew 

milieux ne sont en contact que par les pores de 0.45 p situés sous les cellule: 

endothéliales. Ainsi, les d i e u x  baignant les cellules endothéliales e t  les  cellule^ 

musculaires lisses peuvent être prélevés et analysés séparément, et des 

expériences de transport d'un milieu à l'autre peuvent être effectuées 

(perméabilité de l'endothélium). II existe d'autres types de chambres qui 

fonctionnent selon Ie même principe.sJ65 

Ce modèle possède 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 

l'endothélium. Par contre, la question de la matrice extracellulaire, qui peut 

influencer les ph6notypes cellulaires, n'est pas résolue, bien que certaines équipes 

recouvrent leurs filtres de collagène et autres molécules d 'adhé~ion.5J~~ De plus, 

les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses sont relativement 

éloignées les unes des autres par rapport à la situation retrouvée in vivo. Cela 

pourrait avoir une certaine importance dans l'évaluation de la production de 

facteurs solubles efficaces à très courtes distances (ayant une demie vie très courte 

ou nécessitant un gradient de concentration élevé). 

C'est ce problème qu'ont résolu Weber et son équipe, en 1986, 

en cultivant des cellules endothéliales et des cellules musculaires lisses sur les 

côtés opposés d'un microfiltre de polycarbonate d'une épaisseur d'à peine 10 

prn.l3 Tout en conservant les cellules séparées, ce modèle leur offre une très 

grande proximité. Reste, bien sûr, le problème de la matrice extracellulaire et de 

l'impossibilité de permettre la migration des cellules musculaires lisses à travers 

les cellules endothéliales pour étudier des phénomènes tels l'athérosci6rogénèse. 



1.4.5 Gels de collagénes 

La différence entre une culture in vitro et un tissu in vivo se 

situe principalement au niveau de la matrice extraceildaire. En effet, in vivo, les 

cellules sont en contact avec une matrice extracellulaire complexe de par sa nature 

et son organisation. Zn vitro, les cellules sont déposées directement sur du 

plastique ou sur des protéines adsorbées sur celui-ci. De pl-, Les cellules du 

mésenchyme in vivo sont complètement enveloppées par la matrice 

extracellulaire alors qu'in vitro, elles se retrouvent sur la matrice. La technologie 

des gels de collagènes permet d'apporter une solution partielle à ces problèmes. 

Ces gels sont produits par la neutralisation d'une solution de collagène fibrillaire 

(types 1, II ou III) solubilisé dans l'acide dilué. Il s'ensuit la précipitation du 

collagène, sa polymérisation en fibres et la formation d'une matrice peu dense de 

collagène hydraté. Au cours de la manipulation, des celIules peuvent être 

ajoutées dans le collagène neutralisé, avant la polymérisation du collagène, pour 

produire des équivalents tissulaires.398.399 

En 1986, van Buul-Wortelboer et son équipe mettent au point 

un modèle de parois vasculaires utilisant des cellules humaines et du collagène 

de type III de peau de veau utilisé comme matrice extracellulaire.'2 Dans ce 

modèle, des cellules musculaires lisses sont ensemencées et cultivées sur un gel 

de collagène puis recouvertes d'un second gel de collagène sur lequel seront 

ensemencées des cellules endotheliales. Ce modèle 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 problèmes persistent toujours. En effet, les milieux 

extracellulaires apical et basal ne peuvent pas être r6cupérés séparément. Ceci sera 



resolu par le modèle de Navab et ses collaborateurs en 1988.10 En effet, ce modèle 

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 

sup4rieur.s et inferieurs. 

Le groupe de van Buul-Wortelboer précise que son modèle 

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 d6truire la matrice de collagène, probablement e n 

sécrétant des collagénases lors de la culture in uitro.*o* Ces deux modèles restent, 

malgré tout, très complets et s'approchent de la situation retrouvée in viuo. 

Néanmoins, certaines améliorations peuvent encore être apportées. No tons, 

entre autres, que la matrice extracellulaire fournie par le gel de collagène n'est pas 

aussi complexe que celle observée in viuo. En effet, celle-ci ne contient pas de 

coIlag5nes non-fibrillaires, surtout de type IV, ni d'élastine, de protéoglycans, de 

laminine, e tc.28t401t402 

Avec l'avènement des modèles tridirnensiomeIs, grâce 

principalement à la technique des gels de collagènes, la modélisation de la paroi 

vasculaire est devenue presque complète. Cependant, une dernière caractéristique 

manque encore à ces modèles: la forme tubulaire. A première vue, cette 

caractéristique peut paraître superflue pour un modèle vasculaire in oit ru. 

Néanmoins, la forme tubulaire est préférable pour des expériences qui concernent 

I'hémodynamique. Ceci dit, des modèles tridimensiomek plan ont déjà été 

utilisés pour des &tudes hémodynamiques.403 Alors, les difficultés associées à la 

production in vitro d'un équivalent vasculaire tubulaire valent-elles les 

avantages que peuvent offrir un tel modèle? Peut-être que non. Par contre, du 

point de vue de I'ingenierie tissulaire vasculaire, visant une application clinique, 

l'obtention d'un équivalent tubulaire est essentiel pour la production d'une 

prothèse vasculaire. Au cours du prochain chapitre, nous verrons comment 

certaines equipeç ont répondu à cette question. 



1.5 Les prothèses vascuhires 

1.51 Protheses synthétiques 

Depuis l'utilisation des premieres prothèses artérielle! 

artificielles chez l'humain par Blakemore et Voorhees, en 1954, les matériau] 

synthétiques se sont rapidement succ6dés." Avec l'avènement du ~acron@# di 

~é f lon@ et finalement, en 1974, du ePITE (<<expanded>> polytétrafluoroéthylène) 

il est devenu évident que les prothèses synthétiques ne donnent de bons résultat: 

que lors du remplacement de vaisseaux de diamètres importants et, jusqu'à ur 

certain point, pour celui des vaisseaux de diamètres moyens.17-19,405 Ainsi 

maIgré plus de 30 ans d'excellente recherche dans le domaine des biomatériaux, i. 

n'existe toujours pas de matériel complètement hémocompatible qui permettrai 

de produire des prothèses vasculaires pour le remplacement de vaisseaux de 

faibles diamètres (diamètre inférieur à 5 mM). 

En effet, aucun biomatériau n'est capable d'inhiber 

complètement l'adsorption des protéines plasmatiques, notamment du 

fibrinogène, qui en traînent les interactions avec les plaquettes sanguines.50 II en 

résulte une activation plaquettaire chronique qui entraîne la déposition 

progressive de fibrine sur la paroi de la prothèse.406 Cela engendre un 

r6trécissement de la lumière d u  vaisseau, d'autant plus important que le diameire 

de la prothèse 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 diamètres présentent une faible perméabilité au cours des 30 

premiers jours post-implantation, alors que ce n'est pas le cas avec les prothèses 

de plus gros diamètres. De plus, les prothèses de faibles diamètres sont exposées à 

des flots plutôt faibles, ce qui favorise également l'activation plaquettaire. 



A plus long terme, les prothéses 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 lumière artérielle, au niveau de lSanastomose. En 

interférant avec le flot sanguin, l'hyperplasie intimale stimule i'ac tivation 

plaquettaire qui, elle même, favorise la progression de la lésion en fournissant des 

facteurs de croissance aux cellules musculaires lisses. Le rétrécissement de la 

lumière finit par causer une thrombose qui peut entraîner l'obstruction de la 

prothèse. Encore une fois, ce phénomène est d'évolution plus rapide dans les 

prothèses de faibles diamètres puisque la marge de manoeuvre y est moins grande 

que dans les prothèses de plus gros diamètres. Les causes de l'hyperplasie 

intimale sont multip les.407-409 Néanmoins, la dégranula tion des pIaquettes au 

contact du biomatériau constitue certainement une source importante de facteurs 

de croissance pour les cellules musculaires lisses (PDGF, TGF-B, EGF, etc.).5082l3 De 

plus, la réaction inflammatoire produite par le biomatériau attire les neutrophiles 

et les macrophages, qui eux-mêmes sécrètent de nombreux facteurs rnitogèniques 

pour les cellules musculaires lisses.30 Enfin, les propriétés mécaniques différentes 

du biomatériau et de l'artère humaine produisent une zone de perturbations 

biomécaniques au site de l'anas tomose.410-412 Or, la s tirnula tion mécanique des 

cellules musculaires lisses peut également provoquer leur prolifération Z26#4l3 

Ainsi, tant et aussi Iongtemps que les biomatériaux ne seront pas cornpli!tement 

inertes, î1 est peu probable qu'ils puissent constituer des prothèses de faibles 

diamètres présentant des taux de perméabilité satisfaisants. 

1.5.2 Modifications de surface 

En réponse à la réactivité persistante des biomatériau, 

plusieurs 6quipes ont changé leur fusil d'épaule et ont développé des approches 

visant ii rendre les prothéses synth4tiques plus «biologiques». Cette stratégie vise 



à camoufler le biomatériau d e d r e  un masque biologique dans le but de trompi 

l'organisme et d'éviter les réactions plaquettaires et inflammatoires. Dans u 

premier temps, des prothèses de faibles diamètres ont été recouvertes de protéinc 

pacificatrices comme I'dbumine, la gélatine ou le collagène. Scientifiquement, 

s'agit de sahuer la prothèse avec des protéines dépouvues de séquence RGD afi 

de limiter l'adsorption d u  fibrinogéne, riche en séquence RGD. En effet, c'est à 1 

séquence RGD que se lie le récepteur plaquettaire GP iIb/llIa. De plus, la demi1 

de fibrinogène adsorbé sur une surface a été démontrée comme étar 

proportionnelle à I'adhbsion plaquettaire sur cette dern.2re.414 Mais en réalité, 1 

principal objectif de l'ajout d'une couche protéique est de limiter la porosité de 

prothèses vasculaires. En effet, une prothese 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.4ls-42' 

Cette méthode très utilisée est très efficace mais peut induire une certaine toxiciti 

cellulaire.42i-424 De nombreuses autres méthodes chimiques d'immobilisatior 

ont également été mises au point telles que la polymérisation à l'aide dc 

carbodiimide ou d'isocyanate, l'alkylation avec des résidus Cl& Ia 

photo-activation, la décharge de plasma, l'application d'une fine couche polymère 

ayant une forte affinité pour la protéine à immobiliser, ou simplement une 

imprPgnation en d i e u  aqueux suivie d'une dénaturation à l 'auto~lave.*l7~~~~-432 

Dans presque tous les cas, fa porosité des prothèses 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 démontré une 

diminution de la thrombogénicité suite à l'ajout de protéines 

pacificatrices.430.433.434 Cependant, ces résultats obtenus après de courtes périodes 

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



seront obsew6s in vivo.  En fait, la plupart des études animales à plus ou moins 

long terme n'ont pas démontré d'effets positifs du recouvrement protéique sur la 

thrornbogé~cité des pro thèses.429~433~435~436 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. II est néanmoins 

possible de conclure que le recouvrement protéique ne nuit pas aux performances 

des prouiéses vasculaires. C'est d'ailleurs ce type de condusions que présentent la 

majorité des études menées chez l'humain.4378438 

Toutefois, la polymérisation excessive des protéines 

immobilisées peut entraker des effets négatifs. En effet, le recouvrement 

protéique est biodégradé in uiao au cours d'une période allant de 2 semaines à 

plus de 6 mois, en fonction du degré de polymérisation.429~436 8439,440 Dans le cas 

d'une polymérisation très forte, la résorption retardée de la couche protéique 

retarde l'incorporation de la prothèse dans les tissus environnants, ce qui peut 

sérieusement mettre en péril la sunrie du greffon.418~419~~39~ Par contre, une 

forte polymérisation semble conférer une certaine antithrobogénicité à la 

prothèse.439 Ainsi, il semble qu'un equilibre 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 là une occasion de donner un  rôle non plus 

passif, mais actif, aux protéines fixées. Dans toutes les approches qui seront 

mentionnées ici, la difficulté est de réussir à fixer la molécule d'intérêt 

suffisamment solidement pour qu'elle ne soit pas solubilisée en quelques heures, 

mais ce, sans que celle-ci ne perde son activit6 biologique ou ne devienne 

inaccessible aux cellules visées. Par exemple, afin de combattre les infections des 

prothèses synth&iques, u n  événement assez rare mais aux conséquences 

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



biomatériaux synthé tiques.442-446 i l est noter que même les proMirter. 

pacificatrices seules confirent aux matériaux synthétiques une certaine résistancc 

B l'infection bactkienne.447 Certaines équipes ont également cher&& à donne] 

une activité anticoagulante aux prothèses synth6tiques de faibles diamètres en j 

greffant des pro téines ayant une activité biologique appropriée ."8449 Ainsi, 

l'héparine, pour ses propriétés anticoagulantes, et l'urokinase, pour ses propriétés 

fibrinolytiques, ont été liées à des prothèses vasculaires synthétiques.450-453 Enfin, 

des facteurs de croissance ont été fixés sur des biomatériaux dans l'espoir de 

favoriser l'adhésion, la migration ou la croissance de cellules endothéliales sur les 

parois des prothèses synthétiques.454-457 Notons que, p o u  l'instant, toutes ces 

approches restent encore purement expérimentales. 

1.5.3 Endothélialkation 

Dans la dernière section, nous avons vu comment la recherche 

dans le domaine des prothèses vasculaires est passée d'une approche visant à 

produire des biomatériaux synthétiques complètement inertes à une approche qui 

tente de composer avec les inévitables réactions biologiques face aux 

biomatériaux. II en ressort que le problème fondamental des prothèses 

synthétiques de faibles diamètre est la thrombose. Or, la surface hémocompatible 

par excellence reste une monocouche de cellules endothéliales qui possèdent une 

batterie de systèmes coordonnés visant à contrôler l'adhésion et l'activation 

plaquettaire.140 Avec l'avènement de la culture des cellules endothéliales 

humaines, au de%ut des années 70, l'idée d'ensemencer un endothéhm sur la 

surface interne d'une prothèse synthétique n'a pas tardé à faire surface.458 Vers la 

fin de cette décennie, les premières expériences animales d'endothélialisation de 

prothèses synthétiques donnaient déjà des résultats encourageants.459 S tirnulées 

par ces résultats prometteurs, d'autres études animales sont venues confirmer les 

bienfaits de l'endothélialisation.46~63 



En 1984, les premiéres prothèses synthétiques endothélialisées 

avec des cellules autologues ont été implantées chez l'humain. Malgré les 

résultats positifs obtenus chez l'animal, I'endothélialisation chez l'humain donna 

des résultats plutôt décevants.4" Depuis, d'autres études cliniques ont été menées 

et certains résultats obtenus semblent encourageants.465-467 Cependant, ces 

résultats sont souvent à peine significatifs et ne semblent pas reprod~ctibles.468~~69 

ll faut noter ici que ces études menées chez l'humain sont ardues étant d o ~ é  le 

faible nombre de patients traités et l'impossibilité d'observer le développement de 

l'endothélium. Des méthodes indirectes ont donc été utilisées tel que 

l'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 prothèses synthétiques chez l'humain et chez les autres 

espèce~.4~'J?4n En effet, chez l'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 l'huma in, 

les cellules endothéliales ne migrent pas à plus de quelques millimètres du site de 

l'anastomose alors que, chez l'animal, les cellules endothéliales recouvrent 

entièrement l'intérieur des prothèses synthétiques, plus ou moins rapidement 

selon les espè~es.~~1~472 Ainsi, la tendance à l'endothélialisation spontanée 

observée chez l'animal peut expliquer, en partie, les différences observées. Bien 

sûr, la situation n'est pas aussi simple car, non seulement les capacités 

d'endo thélialisation spontanée varient significativement entre les espèces 

animales, mais il a été démontré que I'endothélialisation spontanée chez 

l'humain est possible dans certains cas.473 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 Il semble clairement, néanmoins, que ce ne soit 

pas la règle générale. Enfin, les différences observées entre humain et animal 

peuvent 4galement provenir de la différence qui existe entre les cellules 

endothéliales elles-mêmes, tel que cela est observb in vitro. En effet, les cellules 



endothéliales humaines en culture sont beaucoup plus sensibles que les cellules 

de la plupart des autres espèces animales, tant pour leurs exigences en facteur de 

croissance que pour leurs substrats de culture ou leurs densité cellulaire à 

l'ensemencement. Ainsi, cette sensibilité pourrait également se refl &ter in vivo. 

Apds 15 ans de recherche dans le domaine de 

I'endothélialisation des protheses vasculaires synthetiques, l'utilisation clinique 

de cette technique ne paraissait donc pas fournir les avantages escomptés.104 II 

faut dire que, du point de vue du biologiste cellulaire, les méthodes 

d'ensemencement utilisées jusque là ne donnaient pas beaucoup de chances aux 

cellules endothéliales. En effet, les premières expériences ont été menées en une 

seule étape, c'est-à-dire que les cellules endothéliales ont été prélevées de la veine 

donneuse et ensemencées dam la prothèse au cours de la même intervention 

chirurgicale. Ceci implique deux choses. Premièrement, les cellules ensemencées 

n'ont pas été cultivées in vif ro, donc elles ne sont pas en nombre suffisant pour 

assurer un endothélium confluent au moment de l'ensemencement puisque: i) le 

vaisseau donneur est plus court que la prothèse et ii) l'extraction cellulaire est 

incomplète et entraîne une mortalité importante même en utilisant une méthode 

enzymatique (plus douce que les méthodes mécaniques).l*6 Deuxièmement, les 

cellules ensemencées n'ont qu'au plus 90 minutes pour adhérer à 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 

prothèse.47S 

Au début des années 90, les chercheurs dans le domaine des 

prothèses vasculaires sont devenus beaucoup plus sensibles aux besoins des 

cellules vasculaires, et surtout, endothéliales. L'équipe de ZiUa utilise une 

technique qui fournit aux cellules endothéliales plusieurs des conditions 

favorables à l'établissement d'un endothélium vasculaire organisé.476 En effet, 

les cellules endothéliales sont cultiv6es in vitro afin d'en obtenir un nombre 

suffisant pour ensemencer la prothese synthétique à une forte densite cellulaire. 



De plus, la prothèse utilisée est traitée avec une colle biologique qui fournit u n  

substrat naturel aux cellules endothéliales. Enfin, les cellules sont cultivées dans 

la prothèse pendant environ 10 jours afin de permettre la confluence, une 

adhésion complète et l'organisation du cytosquelette ceUulaire.'08 Cette 

méthodologie a produit de Ws bons résultats lors des essais cliniques avec des 

taux de perméabilité à 3 ans en position femoropoplitée de 85%, dans le cas de 

prothèses ensemencées de 6 mM, versus 55% dans le cas de prothèses non 

traitées-4n De plus cette technique a permis d'établir un endothélium confluent 

in vivo dans le cas d'un greffon synthétique mesosystémique en aHn0478 U n  

autre groupe, utilisant une technique semblable, a également obtenu des résultats 

positifs chez l'humain, au niveau de la jambe.479 Ainsi, il semble que 

l'endothélialisation des prothèses synthétiques soit sur la bonne voie. 

En terminant cette section, ment io~ons  que certains aspects de 

l'endothélialisation peuvent être optimisés afin d'augmenter les performances de 

cette tedinique. Par exemple, il semblerait logique, qu'au cours de la période de 

culture, un pré-conditionnement des cellules endothéliales, à l'aide de forces de 

cisaillement (ashear stress»), puisse augmenter leur résistance au flot lors du 

rétablissement de la circulation sanguine. En effet, cette approche semble donner 

de bons résultats in u i t r o . 4 ~ ~  Par aiileurs, il semble évident que la réaction 

infIammatoire qu'entraînent les biomatériaux et le traumatisme de la greffe nuit 

à la persistance des cellules endothéliales in oivo.481 Ainsi, il serait peut-être 

intéressant d'utiliser une forme d'immunosuppression transitoire afin de 

favoriser la survie de l'endothélium. 



1.5.4 Proth2ses parfiellement biologiques 

1.5.4.1 Tissus xénogéniques et allogéniques 

Lors de l'obstruction d'une artère de faible diamètre, le 

chirurgien greffe préférentiellement une veine ou une artère autologue, surtout 

si le pontage se situe en dessous du  genou.482-484 E h  absence de vaisseaux 

autologues greffables, l'implantation d'une prothèse synthétique est obligatoire, 

même si sa perméabilité est faible dans des situations de flot réduit et de pression 

élevée.17-'9 Afin d'offrir une alternative à l'implantation d'une prothèse 

synthétique de faible diamètre, plusieurs équipes se sont tournées vers 

l'utilisation possible de vaisseaux humains allogéniques ainsi que de vaisseaux 

animaux (xénogéniques). 

Les premières tentatives d'utilisation, chez l'animal, de 

vaisseaux humains non traités (xénogreffes), tel que la veine ombilicale, se sont 

sold6es par un échec attribuable à un rejet qui entraîne la thrombose ou la 

formation d'anévrismes.485 Aussi, diverses méthodes de fixation ont été 

developpées afin de réduire l'immuriogénicité des xénogreffes vasculaires. La 

plupart d'entre elles visent à 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 immunogène puisqu'un traitement avec un détergent 

puissant, qui dissout toutes les structures cellulaires, ne réussit pas à empêcher le 

rejet de vaisseaux xénogéniques.392 

L'animal est une source accessible et peu coûteuse de tissus de 

toutes natures. Dans le domaine vasculaire, ce sont les arteres d'origine bovine 

qui ont été abondamment utilisées comme maténe1 de base pour produire des 

greffons vasculaires xénogéniques modifiés par polymérisation. Les premiers 



essais faits avec ce type de greffe ont r6véIé une forte tendance au developpement 

d'anévrismes après 2 ans d1implantation.M7t488 Dans le but de résoudre ce 

probl&me, l'artère a été polymérisée ii l'aide d'un agent plus puissant: le 

glutaraldéhyde plutôt que le diaIdéhyde.*g Cette nouvelle fixation semble avoir 

donné de bons résultats car elle a diminué la susceptibilité de la prothèse à se 

biodégrader tout en diminuant sa thrombogénicité. Cette dernière propriété lui 

est probablement conférée par la charge négative que lui transmet la méthode de 

fixation. Cette charge correspond à celle de la paroi vasculaire normale et a déjà 

été identifiée comme étant un facteur important d m  les phénomhes de 

coagulation.490 

Au cours des dernières années plusieurs prothèses produites à 

partir de vaisseaux bovins ont été développées par diverses compagnies privées. 

Voici un aperçu de quelques unes de ces prothèses et des résultats préliminaires 

qui les caractérisent. La prothèse Bioflow, produite par Bio-Vascular Inc., est une 

artère thoracique interne, d'origine bovine, fixée à la dialdéhyde. Cette prothèse a 

présenté une forte tendance à Ia thrombose précoce au cours des essais in vivo,  

chez le chien, ainsi que lors des essais cliniques, en position c o r ~ n a r i e n n e . ~ ~ ~ - ~ ~ ~  

De plus, celle-ci semble rapidement montrer des signes de dilatation anévrismale, 

tel ~ u ' o ~ s € ! N ~  dans les m é e s  70 pour des prothèses fixées à l'aide de 

dialdéhyde.487mt492 Ainsi, I'utiliçation de cette prothèse a été conseillée dans des 

cas de pontages coronariens d'urgence seulement, lorsqu'aucun vaisseau 

autologue n'est disponible.49s Cependant, d'autres prothéses bioartificielles 

présentent de meilleures performances.492 

La prothèse vasculaire Biopolymeric, produite par St.-Jude 

Medical Inc., est une artère carotide bovine fixée à la glutaraldéhyde et renforcée 

par un treillis de Dacron". Les premiers essais cliniques chez l'humain montrent 

des taux de perm6abilité satisfaisants, au niveau des jambes, car supérieurs à ceux 

obtenus avec des prothèses entièrement synthétiques.496t497 De plus, aucun signe 

de développement d'anévrisme n'a &té identifié après 2 ans, chez l'humain, et 



6 mois, chez le chien.496.498 

d'infection relativement élevé 

Par contre, cette prothese a présenté un taux 

dans un contexte dinique (6%).*96 Des resdtats 

plus long terme, chez l'humain, sont nécessaires avant de pouvoir juger du réel 

potentiel de cette prothese vasculaire de faible diametre. 

Enfin, la prothèse Denaflex, produite par Baxter Healthcare Co., 

est une artère bovine fixée avec des polyépoxy et à laquelle de l'héparine a été liée 

ioniquement à la surface luminale. L'addition d'héparine à la prothèse a 

diminué les dépôts de fibrinogène à sa surface tel que déterminé dans un système 

de circulation extracorporelle chez le chien.499 Cependant, cette diminution ne 

s'est pas reflétée dans I'adhésion plaquettaire. De pIus, ce traitement n'a paç 

rendu cette prothèse moins thrombogénique que la prothèse Bioflow. Par 

ailleurs, une étude in vitro a démontré que cette prothese active moins les 

éléments du complément qu'une prothèse contenant un biomatériau comme la 

pro thèse BioPolymeric.486 Lors d'essais in vivo, en position coronarienne chez le 

chien, cette prothèse a présenté un taux de perméabilité supérieur à 6 mois, mais 

non significativement, à celui de la prothèse Bioflow: 44+13% et 1211% 

respectivement (P=0.56). Parmi les greffons explantés à 6 mois ou à 1 an, les 

prothèses Denaflex ont présenté des signes de dégénération mineure et une 

surface luminale lisse, alors que la seule prothèse Bioflow perméable à 6 mois o u  

plus était couverte de thrombi et présentait des signes de dégradation plus 

avancés, ainsi que de dilatation. Ces résultats semblent très prometteurs mais il 

faudra attendre une étude plus vaste a h  de confirmer la supériorité de cette 

greffe et le bienofonde de procéder à des essais chez l'humain. De plus, des 

résultats positifs obtenus in vivo par une équipe indépendante de Baxter 

Healthcare Co. seraient également souhaitables. 



1 S.4.2 Tissus allogéniques 

Outres les tissus animaux fixés, les tissus aiiogéniques humains 

ont également stimulé la recherche dans le domaine des prothèses vasculaires. 

En effet, nous savons que les meilleurs t a u  de perméabilité de pontages 

férnorcspoplités sont obtenus avec des autogreffes de veines saphènes.18 Mais 

qu'en est-ii des allogreffes de veines saphènes? Les premiers essais dans Ie 

domaine ont rapidement démontré que les allogreffes artérielles, fraîches, 

congelées, ou lyophilisées, avaient une forte propension à I'anévrism-e, tandis que 

les allogreffes veineuses présentaient plutôt des tendances à la t h r o ~ b o s e . ~ ~ ~ - ~ ~ ~  

De plus, il est devenu assez évident que la compatibilité entre Ie donneur et le 

receveur est un paramètre cruciai pour la réussite de greffes veine~ses.5~~~505 De 

nos jours, nous savons que les cellules endothéliales jouent un rôle très 

important dans le rejet de greffe et que, même en utilisant des traitements 

immunosuppresseurs agressifs, les greffes vasculaires allogéniques entre 

individus incompatibles sont vouées à l'échec.j06-j0* 

L'utilisation de méthodes de conservation cryogéniques de 

vaisseaux alIogéniques a suscité beaucoup d'espoir car elle a semblé pouvoir 

diminuer considérablement les réactions de rejet associées à ce type de 

greffon.so9.5lQ Le mécanisme de ce phénomène semble reposer sur la destruction 

totale ou partielle des cellules endothéliales du greffon, ce qui en diminue 

l'antigénicité.sl1 Cependant, ceci se produit évidemment au détriment du  

caractère antithrombogénique d u  vaisseau.512 Avec les nouvelles techniques de 

congélation cellulaire, une certaine intégrité des cellules endothéliales et des 

cellules musculaires lisses peut être observée après décongéIation.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.516 Les 

premiers essais cliniques chez l'humain ont donné des résultats plutôt décevants 

avec des taux de perméabilité de  33% à 20 mois et de moins de 50% à 10 

rnois.517f518 En 1992, De Leersnijder et collaborateurs ont présenté des résultats 



diniques à long terme de 100 greffes vasculaires en position fémorale distale.519 

Cette étude a démontré un excelient taux de perméabilité (42% à 7 ans) en 

utilisant des veines saphènes allogéniques, enlevées pour des problèmes de 

varices, et conservées à 4°C. Ces très bons résultats sont malheureusement 

associés à un taux d'anévrisme inacceptable de 12%. Par ailleurs, van Reedt 

Dortland et coIIaborateurs ont également publié les résultats à long terme de 

l'implantation de greffes veineuses ailog6niques chez l'humain.sz0 Un très bon 

taux de perméabilité cumulatif de 530h, après 5 ans, a été obsewé pour des greffons 

en position fémoropoplitée et infrapoplitée. Cependant, cette bonne perméabilité 

s'est également vue associée à un taux d'anévrisme extrêmement élevé de 18% à 

3 ans et de 58% à 5 ans. Récemment, une étude clinique limitée, et à court terme, 

a confirmé que les allogreffes vasculaires humaines, dans ce cas des artères 

congelées, présentent une forte propension à la thrombose précoce en plus d'être 

susceptibles aux dilatations anévrisrnales.s21 Pour l'instant, il semble que 

l'utilisation des greffons vasculaires aliogéniques soient plus pertinente dans le 

cas de reconstructions urgentes ou temporaires plutôt que dans le cas de greffes 

vasculaires à long terrne.5Xts23 Enfin, les performances de ces greffons 

allogéniques, non traités chimiquement, sont nettement améliorées par 

l'utilisation d1immunosuppresseurs.~0~~52~~~~~ Ceci indique bien qu'il s'agit 

v4ritabIement d'une transplantation avec toutes les considérations 

immunologiques et  les dangers de transmission viraIe que cela implique. 

Le cordon ombiücal est certainement la source la plus 

importante de vaisseaux sanguins humains. Il n'est donc pas surprenant 

d'apprendre que la veine du cordon ombilical a été utilisée pour produire des 

prothèses vasculaires de Fdibles diamètres. Puisqu'il s'agit d'une allogreffe, 

l'implantation de celle-ci, sans traitements chimiques préalables, conduit à des 

taux d'anevrisme élev4s ainsi qu'à d'autres complications.*~ Largement inspiré 

des travaux traitant de la fixation des vaisseaux bovins, Dardik et coUaborateurs 

ont produit une prothese vasculaire en polp6risant la veine ombilicale avec d u  

glutaraldéhyde.526 Cette prathèse a également été renforcée d'un treillis extérieur 



études ont confirmé que cette bioprothèse était 

et stable, in vitro, tout en étant immunologiquement 

des années 80, Dardik et collaborateurs publient de très 

de polyester. Diverses 

mécaniquement résis tante 

peu réactive.527 Vers la fin 

bons résultats cliniques à long terme de reconstructions vasculaires dis tales dans 

les extrémités inférieures.52'~~ Par exemple, les auteurs ont observé des taux de 

perméabilité de 50.0 à 6 ans pour des greffes poplitées sous le genou; des résultats 

tout à fait comparables ceux obtenus avec des veines saphènes a~tologues .~2~ 

Toutefois, l'enthousiasme soulevé par ces résultats a été pondéré par des taux de 

diktations et d'anévrismes très élevés, dépassants 20%, surtout après la 

cinquième année d'implan tation.52aW Par ailleurs, Guidouin et collaborateus 

ont mené une étude histopathologique post-imp1an:ation attentive de ce type de 

greffon et ont observé des signes de dégradation, une grande fagilité et une 

propension a la colonisation bactérienne lors dd'infections.530 

De nos jours, la production des prothèses de veine de cordon 

ombilical n'est plus faite à la main. Celles-ci sont le résultat d'un protocole de 

préparation et de fixation très rigoureux, contrôlé par ordina teur.485 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 prothèses ombilicales antérieures.530 Ce sont des résultats cliniques 

obtenus, en partie, avec cette prothèse améliorée que Dardik et son équipe ont 

publiés récemment.531 Cette étude présente un très bon taux de perméabilité de 

65% à 5 ans pour des greffes poplitées, marquant ainsi une légère amélioration par 

rapport aux résultats publiés 10 ans plus tôt. Cette amélioration peut être le reflet 

des nouvelles caractéristiques de la prothese tout autant que celui des 

changements survenus dans le domaine des techniques chirurgicales, du  suivi 

des patients et des indications menant à la greffe vasculaire. Par ailleurs, les 

auteurs rapportent un taux d'anévrismes véritables de moins de 1% 5 ans et 

insistent sur le fait que ces problèmes ont été largement exagérés dans la 

littérature. Ceci dit, rappelons que cette prothèse avait montré une tendance a la 

dilatation surtout @& 5 ans.529 Notons également que même l'équipe de Dardik 



a délaissé la prothèse ombilicale au profit de la veine saphène autologue au cours 

des dernières a~ées.531 Ainsi, malgré d'excellents résultats lors de 

reconçtmctions vasculaires distales, la prothèse ombilicale n'est plus que treç peu 

utilisée de nos jours. En effet, les résultats à long terme nécessaires à la validation 

de cette prothèse, qui devraient provenir de plusieurs centres indépendants, ne 

seront peut-être jamais disponibles. 

En condusion, les différentes prothèses tilaborées à partir de 

tissu naturels xéno et allogéniques souffrent, tout comme les prothèses 

synthétiques, d'une forte tendance à la thrombose précoce. De plus, leur nature 

biologique Ies rendent susceptibles à la biodégradation et au développement 

d'anévrismes; un défaut que ne présentent pas les greffons synth6tiques. Cette 

faiblesse mécanique a été fatde à I'utilisation des pro thèses bioartificielles, car 

cette caractéristique est très importante pour le chirurgien vasculaire. 

Néanmoins, ces prothhes pourraient éventuellement être utilisées sélectivement 

dans des cas où 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 particulièrement ingénieuse visant à produire une 

prothèse vasculaire autoIogue.532 Cette méthode confie au plus sophistiqué des 

bioréacteurs le soin de produire la prothèse: le corps humain. Pour ce faire, u n  

support tubulaire de silicone, entouré d'un treillis de ~acron@, 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. Après une période 

de maturation sous-cutanée d'environ 2 mois, l'implant est explanté et le treillis 

de Dacron@ est retiré de sur son support de silicone. Le produit final est alors 

taillé a ses extrhités et directement greffé. Cette prothèse est connue sous le nom 

de ~Sparks-Mandril». Cette approche fort astucieuse produit donc une pro these 



synthétique recouverte de tissu humain, autologue, naturel et vivant. En théorie, 

cette méthode peut produire un nombre illimité de vaisseaux autologues dans les 

cas où les veines ou artères autologues ne sont pas disponibles. 

Malheureusement, les premiers résultats cliniques ont été très 

déceran:s.j;3 En effet, cette prothese a montré un tr6s fort câractGre 

thrombogénique ce qui n'est pas surprenant si Son considère que le collagène est 

un puissant agent agrégeant pour les plaquettes-5% De plus, ces tissus se sont 

égaIenent révélés sensibIes à la formation d'anévrisrne dès la première année 

d'fmplantation.J33 Des études cliniques de pl- grande ampleur et à plus long 

terme sont venues confirmer la tendance de cette prothèse à la thrombose précoce 

et à la dilatation.535-538 De plus, les tawr de perméabilité observés se sont révélés 

nettement inférieurs à ceux obtenus avec des veines saphènes autologues. Ainsi, 

l'opinion du monde médical a été unanime et a recommandé de limiter 

l'utilisation de ce greffon à la greffe vasculaire d'accès pour l'hémodialyse dans 

des cas particuliers.j39-"1 Ce greffon, qui était produit commercialement par 

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

En 1980, l'idée de Sparks a été reprise par Ketharanathan et 

collaborateurs mais dans un contexte xénogénique.542 Cette nouvelle prothèse est 

produite essentiellement selon le protocole de Sparks mais chez le mouton. De 

plus, elle est polyméris4e au glutaraldéhyde pour en diminuer l'antigénicité, 

enaugmenter sa résistance mécanique et la rendre moins thro~nbogénique.5~3 

Cette prothèse est commercialisée sous le nom d'omniflow. Les études menées 

chez l'animal montrent de bons résultats, surtout lorsque la prothèse est utilisée 

comme greffon veineux.5U5-LJ Cependant, cette prothèse présente des signes de 

biodégradation limitée, après 6 mois d'implantation.544 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 à 6 mois). Une récente étude clinique chez 

l'homme rapporte un taux de perméabilité de 84% à 3 ans des reconstructions 

vasculaires fémoropoplitées au-dessus du genou.5" Cette étude est limitée (29 



patients) et d'autres données obtenues chez l'humain seront nécessaires afin de 

juger de l'intérêt de cette prothèse. 

Le principe avancé par Sparks était ingénieux et démontrait, 

particdièrement pour l'époque, un profond souci de produire une prothèse aux 

caractéristiques biologiques et immunoIogiques permettant m e  véritable 

intégration de la prothèse dans les tissus du receveur. Cependant, le caractère 

extrêmement thrombogénique du collagène natif a été sous-estimé et semble être 

trop prononcé pour permettre son utilisation en contact direct avec Ie sang. Si 

Sparks avait développé son modèle de nos jours, il aurait peut-être profité des 

techniques d'ensemencement de cellules endo théliales pour ré&ire ce probiome. 

En ce qui concerne les problèmes d'anévrismes, l'utilisation des treillis de 

polyester produits actuellement aurait peut-être éliminé cette faiblesse. Dans sa 

forme actuelle (Omniflow), le concept de Sparks perd beaucoup de son intérêt. En 

effet, les avantages de cette prothèse ovine, fixée au glukiraldéhyde, par rapport à 

ceux des prothèses vasculaires dérivées de vaisseaux sanguins stabilisés, animaux 

ou humains, sont loin d'être évidents. 

1.5.4.4 Weinberg et Bell 

À la fin des années 70, Eugene Bell popularise la technique de 

production d'équivalents tissulaires à l'aide de gel de collagène (voir section 

1.4.5.). Il utilise d'abord cette technique pour produire des équivalents cutanés 

denno-épidermiques où des kératinocytes reposent sur un gel de coIlagene 

contenant des fibroblastes.398~~7~s~8 Puis, en 1986, Weinberg et Bell présentent le 

premier modele de vaisseau sanguin de forme tubulaire entièrement 

biologique,l4 L'ingénierie tissulaire vasculaire est née! Ce vaisseau est constitué 

de collagène (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 modèle, les cellules sont incluses dam des gels de collagène en cylindres 



concentriques formant, de l'extérieur vers l'intérieur, des équivalents d'adventice 

(fibroblastesi-couagène), de média (cellules musculaires üçses+collagène), el 

d'endothélium (cellules endothéliales). 

Dans l'artide où ce modèle est présenté, les auteurs démontrent 

avec dégance que celui-ci comporte un endothélium fonctionnel tant sur le plan 

sécrétoire qu'au niveau de son rôle de barrière pour les maaomolédes. De plus, 

leur modèle ressemble à une artère de mammifère par son histologie et sa forme 

tridimensiorutelle. Ce projet est présenté, d'abord et avant tout, comme un 

modèle in vitro de vaisseau sanguin afin de permettre diverses études en 

laboratoire. De ce point de vue, ce modèle constitue une imitation très poussée 

d'un vaisseau sanguin, ce qu'on pourrait appeler de i'angiogénèse 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 à long terme. 

La résistance mécanique de ce modèle s'est avérée très faible. 

Néanmoins, suite à l'optimisation de la concentration de collagène, du temps de 

maturation et, surtout, à l'ajout de deux matrices de ~acron@ incorporées entre la 

média et l'adventice ainsi qu'à l'intérieur de l'adventice, le modèle présente une 

pression à l'éclatement de 323 +, 31 mMHg. Cette résistance respectable n'est 

cependant pas suffisante pour permettre d'envisager l'implantation de ce modèle 

comme greffon vasculaire. La faiblesse mécanique de ce type de prothèse est 

certainement reli6e l'organisation, ou plutôt au manque de cette dernière, de la 

matrice extracellulaire. En effet, il faut garder en tête que, bien que la formation 

d'un gel de collagene soit le résultat de l'assemblage de fibres de collaghe, celles-ci 

sont peu nombreuses et distantes les unes des autres. De plw, eues ne sont pas 

assemblées en faisceau parallèles comme c'est le cas in vivo. Enfin, il ne faut pas 

oublier que la matrice extraceilulaire natureile du vaisseau sanguin est de plus 



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

autres molécules dont l'élastine qui y joue un rôle mécanique important. 

1-5-45 Matnida et collaborateurs 

Depuis Ia fin des années 80, Takehisa Matsuda et son équipe se 

sont intéressés la production d'équivalents vasdaires par ingénierie tissuIaire. 

La technologie centrale de Ieurs nombreux modèles est encore celle des gels de 

collagène, essentiellement telie que décrite par Weinberg et B e l l . i ~ ~ 9 ~ ~ o  Cette 

équipe s'est longuement penchée nu des questions concernant les techniques de 

production des tissus bi- et tridimensionnels in vitro, incluant la production de 

modèles d'équivalent dermo-épidermiques comme Bell l'avait fait 
auparaVant.33t-557358 

Par rapport au modèle de Weinberg et Bell, Matsuda innove en 

s'intéressant à la composition de la matrice extracellulaire et à son influence sur 

L'adhésion plaquettaire et la prolifération des cellules endo théliales. En effet, i l  

inclut une variété de glycoaminoglycanes dans ces gels de collagène tel que le 

sulfate de dermatan, l'acide hyaluronique, le sulfate d'héparane et le sulfate de 

chondroïtine C.s9 Cette étude montre que le suifate de dennatane et l'acide 

hyaluronique augmentent la prolifération des cellules endothéliales, et 

diminuent l'adhésion plaquettaire, lonqu'ils sont indus dam les gels de 

collagène- Par la suite, tous les modèles produits par cette équipe seront constitués 

de collagène de type I et de sulfate de dermatane car ce dernier augmente 

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

Dans son approche conceptuelle, Matsuda indut toujours une 

prothèse vasculaire synthétique à ses modèles afin de fournir la résistance 

mécanique nécessaire h l'implantation in vivo. La plupart de ces modèles sont 

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



des cellules musculaires lisses, dont la lumière est tapiss4e de ceIlules 

endothéliales, et qui est entouré d'une prothèse vasculaire.556~~7~~~9-562 Ce 

modèle, lorsque soumiç à des pressions pSatiIes et à des forces de cisaillement i n  

oifro, présente une organisation cellulaire intéressante: les cellules endothéliales 

s'orientent dans le sens du flot tandis que les cellules musculaires lisses 

s'orientent de façon circulaire comme c'est le cas in zfoo.j60 De plus, 

probablement grâce à la matrice extraceUulaire qui leur est fournie, les celiules 

endothéliales résistent aux forces de cisaillements auxquelles elles sont soumises. 

Une des particularité de la recherche de l'équipe de Matsuda est 

qu'eile s'intéresse de façon plus spécifique au comportement des gels de collagéne 

in vivo. En effet, travaillant dans un système autologue chez le chien, cette 

équipe a montré à maintes reprises que les cellules implantées dans des gels de 

collagènes, soutenus par des prothèses synthétiques, survivent très bien in 3 i v O 

.u4559563364 Suite à 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 après l'implantation. De plus, ces modèles 

présentent de très bons taux de perméabilité (75% et 100%) pour des prothèses 

artérielles de faible diamètre (3 mM et 4 mM) bien que les temps d'implantations 

soient courts (26 et 12 semaines).5568558 Fait intéressant, ces résultats ont été 

obtenus sans l'aide de drogues antiplaquettaires ou anticoagulantes. Ceci suggère 

soit la présence d'un endothélium confluent et fonctionnel, soit l'efficacité du 

mélange collagène/sulfate de dermatane comme inhibiteur de l'adhésion 

plaquettaire. 

Utilisant d'abord des modèles simplifiés contenant des cellules 

endothéliales avec ou sans cellules musculaires lisses, l'équipe de Matsuda 

produit finalement un modèle qui inclut aussi des fibroblastes.565 Dans ce 

modèle, les fibroblastes sont soit m6lang4s avec les cellules musculaires lisses 

dans le même gel de coilagène, soit incorporés dans un gel qui entoure celui 



contenant les cellules musculaires lisses. Dans les deux cas, une prothèse de 

Dacron8 périphérique fournit la résistance mécanique (diamètre interne 4 mM). 

Douze semaines après implantation, seulement 64% des greffons sont encore 

perméables mais les échecs observés seraient imputables il des problèmes 

techniques. Néanmoins, cette étude montre des résultats très intéressants: dans le 

modèle où Ies cellules musculaires Iisses et les fibroblastes sont mélangés, les 

cellules musculaires ont migré vers la lumière du vaisseau tandis que les 

fibroblastes sont retrouvés à la périphérie de celui-ci. Ceci suggère fortement qu'il 

existe des signaux capables de guider le remodelage in a ivo lorsqu'un produit de 

l'ingénierie tissulaire est implanté. Par ailleurs, Matsuda et son équipe ont 

également montré dans cet artide que la matrice extracellulaire implantée est 

complètement remodelée par l'organisme afin d'augmenter sa densité au niveau 

de celle observée dans les vaisseaux sanguins normaux. 

Dans une étude in vitro, l'équipe de Matsuda a tenté de 

produire un modèle entièrement biologique capable de résister à des pressions 

physiologiques sans l'aide d'une pro thèse syn thétique.561 En utilisant une 

solution de collagène 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 à l'éclatement atteint 110 mMHg. Malgré ce très bon résultat, ce type de 

résistance ne permet pas une implantation au niveau artenel mais, tout au plus, 

permet d'espérer une implantation veineuse comme le propose les auteurs. 

Récemment, un modéle composé de celiules musculaires lisses et de celfules 

endothéliales a été implanté au niveau de la veine cave du ~hien.56~ 

Malheureusement, lorsque celui-ci n'est pas soutenu par une matrice de Dacron@, 

il ne résiste à la pression que quelques jours. Par contre, en présence de Dacron8, 

cette prothèse veineuse de 7mM de diamètre interne présente un t a u  de 

perméabilité de 64% après 24 semaines d'implantation. La cause de l'échec des 

greffons n'est pas précisée mais la thrombose en est probablement l'élément 

responsable, &tant donné le faible flot sanguin au niveau veineux. Dans cette 

étude, le remodeIage à long terme (24 semaines) du tissu implanté a été analysé en 



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 collagènes pour la production de vaisseaux sanguins par 

ingénierie tissulaire nécessite le soutien mécanique d'une prothèse synthétique. 

Dans ces conditions, il est possible de greffer ces prothèses biosynthétiques lors de 

pontages artériels ou veineux. n est encore trop tôt pour savoir si ce SIpe de 

construction founiira des avantages suffisamment importants, par apport aux 

greffons purement synthétiques, pour justifier Le temps et l'argent associés à cc? 

type de greffons autologues. 

1.5.3 Pro thèses enf ièrement biologiques 

1.5.5.1 L'Heureux et collaborateurs 

En 1993, notre laboratoire a publié un artide présentant un  

équivalent vasculaire tridimensionnel entièrement humain (cehles et 

collagène)? Inspiré du modèle de Weinberg et Bell, il a été produit grâce à la 

technique des gels de collagène, mais cette fois, avec du collagène placentaire 

humain de types 1 et ICI, normalement retrouvés dans les vaisseaux sanguins 

humains (figure 9) .14567 Le modèle contient des cellules endothéliales, 

musculaires lisses et des fibroblastes humains dans une organisation semblable à 

celle d'un vaisseau sanguin humain (figure 10). D'un point de vue histologique, 

ce modèle présente plusieurs caract6ristiques des tissus vasculaires dont u n 

endothélium fonctionnel et des cellules musculaires lisses orientées de façon 

circulaire par rapport à l'axe du vaisseau. Iî s'agit là, de l'avis même de Weinberg 

et Bell, d'une caractéristique importante qui est absente de leur modèle.14 



Du point de vue mecartique, ce modèle n'a pas montr6 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 collagPne 

humain oxydé de type IV dont les propriétés de résistance mécanique sont très 

impressionnantes ( 500 mMHg). Ainsi, ce modèle resterait entièrement humain 

et exclurait tout produit synthétique contrairement à 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 à 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 collagènes. (A) LA média est produite e n  

méIangeant des c e h i e s  musculaires lisses, du collaghe solubilisé d m  de 

l'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 polym6risation du mélange se produit rapidement à 37OC et 

le gel qui en résulte est transféré dans un récipient plus grand. Du milieu 

de culture est ajouté à la média nouvellement formbe et celle-ci est 

conservée en cuiture pendant une semaine. (B) La média ayant contracté, 

il est possible de mouler un second gel de collagène autour de celle-ci en la 

transférant dans son moule original. L'adventice est produite de la même 

façon que la média mais en substituant des fibroblastes aux cellules 

musculaires lisses. (C) Après 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 lumière du vaisseau et  

celui-ci est maintenu en rotation lente pendant 3 heures afin de permettre 

aux ceilules d'adhérer au collagene. 
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Figure 10: Représentation schématisée du premier modèle vasculaire 

entièrement humain produit au LAEX. 

Du point de vue mécanique, ce modèle 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 utiliçée a été d'inclure une matrice de collagène 

humain oxydé de type IV dont les propriétés de résistance mecartique sont très 

impressionnantes ( > 500 mMHg). Ainsi, ce modèle resterait entièrement humain 

et exclurait tout produit synthétique contrairement à ceux de Weinberg et de 

Matsuda. Néanmoins, des recherches plus approfondies dans cette voie n'ont pas 

éte nécessaires puisqu'une autre solution s'est offerte à 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 pubiient la premiere d'un 

série d'études qui présentent les succès d'une approche originale au problème dc 

greffons vasculaires de faible diamètre.568 Cette méthode, déjà proposée dans le 

années 60, relève beaucoup plus de la chirurgie que de I'ingénieri 

tissuIaire.s69~57* Cependant, son approche ({entièrement biologique» la ren, 

particulièrement pertinente dans le cadre de ce travail. La stratégie utilisée est 1 

suivante: 1) une section proximale du jéjunum 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, 2 

le tissu tubulaire qui en résulte est désinfecté dans de la néomycine à 10°h pendan 

15 rninutes, 4) enfin, le diamétre du tube est ajusté en enfilant celui-ci sur une tig 

du diamètre désiré et en suturant longitudinalement le tissu à l'aide de fi 

chirurgical de polypropylène 6-0. Le tube ainsi produit peut être greffé cornml 

prothèse vasculaire au cours de la même opération chirurgicale. Ce greffon es 

connu dans la Iittérature sous le nom de «srnaII intestine submucosa~ (SIS). 

Cette méthode produit donc un greffon autologue vivant et qu 

contient deux des trois types cellulaires retrouvés dans un vaisseau sangui~ 

(fibroblastes et celIules musculaires lisses). Elle entraîne l'utilisation d 'und 

grande quantité de fil de suture par rapport à une autogreffe normale mais il s'agi 

tout de même d'une faible quantité de matériel synth6tique par rapport à unc 

prothèse artificielle. De toute façon, l'implantation de tous les greffon! 

vasdaires implique l'utilisation de sutures artificielles non-résorbables jusqu'i 

ce que de nouvelles techniques permettent de s'en di~penser.5~1-s7: 

L'endothélialisation du greffon est observée en 4 semaines, avec l'apparitior 

d'une néointima contenant de nombreuses cellules musculaires LA 

greffon se caract6rise egalement par une très bonne integration dans les tissu 

environnants, si bien qu'il devient impossible de le distinguer du tissu conjoncti: 

après 8 semaines.5a 



Au cours d'une premiere évaluation faite chez le chien, ce type 

de greffon a donné de tr&s bons résultats avec un taux de perméabilité de 75% 

aprb  environ 1.5 années (diamétre interne de 4.3 mM) dans des positions 

arterielles.568 Ce résultat a été obtenu à l'aide d'un traitement anticoagulant 

soutenu au cours des 8 premières semaines. Des dilatations anévrismales ont été 

observées dans 11% des cas tandis que 5.5% des greffons ont éclaté. Comme nous 

L'avons vu plus tôt, ceci refléte 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 t a u  de perméabilité de 

89%, dans une position veineuse, sans signes apparents d'anévrismes.575 Ce 

meiIleur comportement a été attribué à la faible pression sanguine veineuse et à 

l'absence de pulsation. 

Dans une autre étude, la même technique a été utilisée mais 

avec la muqueuse intestinale de porc au lieu de celIe 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% à 4°C jusqu'à 

5 jours. Ceci dit, ces SIS porcins montrent un taux de perméabilité de 83% après 

180 jours, en position artérielle, se comparant donc avec le taux de 87.5% obtenu 

avec des veines saphènes comme contrôIe.576 De plus, les SIS ont semblé guérir 

de façon comparable aux veines saphènes. Dans une étude récente, ces SIS ont 

présenté un taux de perméabilité de 87% aprh 180 jours, en position artérielle, par 

rapport à un taux de 25 % pour des greffons de ePTFE servant de contrôles.574 

Contrairement aux SIS caninç, 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 à 

un rejet. Cependant, aucune étude n'a spécifiquement analysé cet aspect de la 

question. 

Une inquiétude vient immédiatement à l'esprit lorsque 

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



d'infection. Ii est surprenant de constater, qu'au contraire, les SIS sont plu5 

rbsistantes l'infection que les prothèses de ePTFE lorsque mises au défi par 

l'application de Staphylococcus aureus autour du g r e f f ~ n . ~ m n  Ceci correspond 

bien avec les études qui montrent que les vaisseaux naturels, ou même les 

prothèses synthétiques endothélialisées, sont moins susceptibles aux infections 

bactériennes que les protheses synthétiques se~les.23~24~~9 

Ainsi, le SIS semble être une prothése vasculaire tres 

intéressante pour ses qualités de gu&içon, de résistance à l'infection, d'intégration 

aux tissus environnants et de comportement mécanique. Toutes ces qualités sont 

liées à sa nature entièrement biologique, en particulier la dernière. En effet, la 

matrice extracellulaire présente des qualités élastiques et est facilement remodelée 

par l'organisrne.58Q581 Néanmoins, il n'est pas possible de produire des SIS ayant 

de bonnes qualités mécaniques à partir de tissus ovins, équins, caprins, bovins ou, 

malheureusement, humains.577 Ainsi, d'éventuels SE pour une utilisation 

clinique chez l'humain devraient consister en des xénogreffes animales. Ceci 

souleve certaines inquitstudes 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 à ces craintes, des méthodes de stérilisation 

variées peuvent être envisagées mais les traitement drastiques qu'elles entraînent 

nuiraient probablement beaucoup aux performances des SIS comme prothèses 

vasculaires de faibles diamètres. 

Des résultats à long terme chez l'animal (3 à 5 ans) sont 

nécessaires afin de prouver que ce greffon ne présente pas de prédispositions it 

l'anevrisme comme c'est le cas pour les autres prothèses à caractère biologique. 

Ensuite, des études cliniques devront démontrer que ces greffons xénogéniques 

porcins, non endothélialisés et non stabilisés chimiquement, guérissent aussi bien 

chez l'humain que chez le chien. 



1.6 Présentation du corps de la thèse 
* 

Le chapitre II présente I'artide principal de la thgse. Il décrit 

une nouvelle technique d'ingénierie tissulaire qui, bien que relativement simple, 

permet la production de tissus ayant une résistance mécanique comparable à celle 

des tissus in vivo. Dans ce chapitre, cette méthode est appliquée a la production 

d'un vaisseau sanguin. Le modèle ainsi produit présente une organisation 

cellulaire et tissulaire remarquablement similaire à celles d'une artère humaine. 

De plus, cette artère néo-synthétisée ne contient que des cellules humaines 

(endothéliales, musculaires lisses et fibroblastes) qui ont elles-mêmes synthétisé la 

matrice extracellulaire qui les entoure. Ainsi, aucun matériau exogène, 

biologique ou synthétique, n'est incorporé dans ce vaisseau. Malgré cela, celui-ci 

résiste à des pressions hydrauliques qui dépassent même celles auxquelles une 

veine saphène 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 III et IV, la partie centrale du modèle 

vasculaire, la média, est utilisée comme modèle pharmacologique in vitro. E n  

effet, cette nouvelle technique d'ingénierie tissulaire permet de produire un tissu 

cylindrique contenant des cellules musculaires lisses humaines cultivées qui 

contractent en réponse à des agonistes vasoactifs. Cette média reconstruite 

contractile est le seul modèle 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 modèle 

peut être 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 etude des flux 

calciques en réponse à diverses stimulations est présentée. Celle-ci démontre que 



les medias reconstruites peuvent également être utilisees pour mener des &hides 

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 être appliquée à la construction d'un autre 

organe. En effet, la technique ayant seM à la production de l'adventice vasculaire 

sera mise à profit pour produire le derme d'un &quivalent cutané. Celui-ci 

présente une organisation histologique et une résistance mécanique qui en font 

un très bon modèle pour étudier la perméabilité trans-cutanée ni vitro. 

Ainsi, la nouvelle technique présentée dans cette thèse a été 

découverte au cours de recherches dans le domaine des prothèses vasculaires 

mais aura aussi donné naissance à un nouveau modèle pharmacologique 

vasculaire et cutané. Les mérites et faibiesses de ces modèles seront discutés au 

chapitre VI. 

Enfin, l'annexe 1 présente le brevet américain protégeant le 

modèle pharmacologique utilisé aux chapitres III et N. Dans un monde où la 

recherche doit se fier d'avantage à l'entreprenaria pour assurer son support 

financier, la production d'un brevet revêt une grande importance. Ce chapitre 

permet de voir comment une découverte de nature biotechnologique peut être 

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 

Vesseln 



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 thèse, nous présentons 

une nouvelle méthode qui permet de produire un vaisseau 

sanguin humain en utilisant exclusivement des cellules 

humaines cultivées (aucun matériau exogènes synthétiques 

ou biologiques). Il s'agit du premier vaisseau sanguin 

entièrement biologique produit par ingénierie tissulaire qui 

possède une pression à I'éclatement supérieure à celle de 

veines humaines. De plus, son endothélium a inhibé 

l'adhésion plaquettaire, sa média était contractile, tandis que 

sa maniabilité et sa suturabilité ont permis une implantation 

préliminaire in vivo. Ainsi, ce vaisseau sanguin, 

entièrement biologique et humain, a présenté les qualités 

d'une prothèse vasculaire et d'un modèle 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 chalIenged tissue 

engineered organç, 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 vesse1 (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 shongly inhibited platelet 

adhesion, and short-term animal studies reveaied good 

handling and suturability characteristics. Thus, this 

completely biological and human TEBV displayed the 

fundamental qualities of a vascular grafi. 

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

Germain and François A. Auger. 

AFFILIATION: Laboratoire dVAngiogénèse Expérimentale/LOEX, Hôpital du 

Saint-Sacrement and Department of Surgery, Faculty of 

Medicine, Laval University 



2.3 Introduction 

Synthetic smaU diameter vascular grafts (inside 

diameter S 5 m M )  have shown disappointing patency rates particularly i n  

locations like the lower leg where low blood fiow and high resistance uicrease 

platelet/biomaterial interaction t h e  resulting in higher N k s  of thrombus 

formation.'" in order to enhance patertcy, many gmups have developed 

approaches to "cellularize" synthetic vascular grafts by seeding hem with celis of 

various origins, mostiy endothelial, in hopes of rapid endothelialisation of the 

lumen and decreased blood/biomaterial intera~tions.~' Our 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 geki and 

bovine cultured vascular ce11s.~ Unfortunately, this mode1 failed to display 

significant mechanical strength and uitirnately had to be reinforced with Dacron@ 

meshes. Recently, using similar techniques, our group and others have 

respectively deveioped human and canine completely biological TEBV but have 

encountered the same mechanical  limitation^.^^ l0 These projects paved the way 

to the idea of using such constnicts as srnail diarneter vascular grafts. Indeed, a 

completely biological TEBV should have numerous theoretical advantages. First, 

a living graft means a responçive and self-renewing tissue with an inherent 

healing potential. Second, its biobgical matrix can be remodeled by the body 

according to the needs of the environment. And thizd, the absence of synthetic 

material will avoid foreign body reaction, allow complete graft integration, limi t 

graft infection and may result in increased overali patency rates. 11-13 



In this reportr we present a new type of TEBV produced 

exclusively from hurnan cells, without synthetic or exogenous biological material, 

and, for the first tirne, 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 extraceliuiar ma& with charaderistics similar to that 

observed in vivo.14* l5 We assembled these microstructures into macrostructures 

in vitro to produce engineered tissues feahiring 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 vif ro as an ex tracellular matrix featuring p hysiological density 

and organization. This explains the inability of previously designed completely 

biological TEBV to display physiological ~ t r e n ~ t h . ~ "  

2.4 Results 

2.4.1 T E B  V construction and organiza tion 

After a month of culture with ascorbic aad, cells (SMC or 

fibroblasts) and their newly synthesized extracellular rnatrix, can be detached f rom 

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 firmIy adhered to one another 

forming a cohesive tubular tissue. From this simple technique, we developed a 

sequential appïaach to TEBV construction starting with an inner membrane (LM) 

which was a dehydrated tubular tissue made by fibroblasts. This acellular matrix 

was added to provide both an even surface for endotheliai ceU (EC) seeding and an 

effective barrier against SMC migration into the Iumen of the vessel. The IM was 



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 fiow 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 seediq? 

MacroscopicaIly, the TEBV appeared as a homogeneous tubular 

tissue strikingly resembling a human artery (Figure lla). Hiçtological analysis 

revealed well defined tissues: intima, media and adventitia (Figure Ilb). The 

adventitia exhibited very dense collagenous layers as weU 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 immunostainhg of the endothelium revealed confluent and active 

ECs as demonstrated by von Willebrand factor expression and acetylated 10w 

density lipoprotein (ac-LDL) uptake, two speQfic EC h c t i o n s  (Figure llc). 16-19 

SMC stained positively for muscular markers a-smooth muscle actin (not shown) 

and desmin (Figure lld). 20f 21 Adventitial ce& were negative for desrnin or 

a-smooth muscle actin but fibroblasts expressed vimentin and synthesized high 

amounts of elastin assembled in small fibea which were organized in large 

circular arrays (Figure Ne). Immunostaining also indicated that the extracellular 

matrix contained type 1, III 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 f 252 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 I 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 f 

501 mMHg) was comparable to the adventitia aIone 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 f 

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

vascular reconstr~ction.~ 

We attribute the mechanical strength of this mode1 to the 

particdarly weil organized collagenous matrix of the adventitia (Figure 12 c). 

Ultrastructural analysis revealed Iong collagen fibrils, featuring characteristic 

67 nm cross-striation periodicity, organized in closely packed bundles of parallel 

fibrils as it iç 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. 22t 23 Since increased 

metalloproteinase synthesis by SMC or fibroblasts has been suggested to play a role 

in long-term stability of engineered organs in vitro8, we followed collagenase 

synthesis during Our vessel production and maturation (Figure 126). When ce11 

sheets were rolied, a rapid and marked o v e r d  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 i 

mature TEBV (9 weeks of adventitial maturation). The vesse 

demonstrates a self-supporting aspect when taken out of culturi 

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': 

trichrome shows collagen in blue-green and cells in dark purple 

Aside from an over sized interna1 elastic lamina (IM = 125 pm), th€ 

histology is similar to that of a muscular artery with a large media 

(M = 320 pm) and a surroundhg adventitia (A = 235 pm). (c) En fact 

view of the endothelium seeded on the M. Cytoplasmic green 

fluorescence reveals ceIl viability, metabolic activity and confluence, 

Red fluorescence @a-ac-LDL uptake) confirms ce11 viability and the 

endothelial nature of the cel1s. Blue fluorescence shows the 

characteristic von Willebrand factor expression in ECs (orange = red + 
green; pink = red + green + blue). Scde bar = 25 p. (d) Frozen cross 

section of the media-adventitia junction (arrows) stained for desmin 

(nuclei are stained blue). Scale bar = 50 Fm. (e) Frozen cross section of 

the adventitia double stained for elastin (green) and vimentin (red). 

Scale bar = 50 p. 





Hemocornpatibil ity 

The ECs seeded on the IM covered 99.2 * 0.7 % (n=6) of the 

Iuminal surface at a ceIl density of 5.4 + 1.1 X 1W cells/cmz (n=5) as measured by 

morphometric analysis. These ECs released prostacyclui, a potent inhibitor of 

platelet aggregation, at a basal rate of 8.6 t 1.8 pg/lCP ceIls per 12 h (n=S), and 

responded to thrombin stimulation by an 2.9 f 0.7 fold increase in synthesis as 

observed by otherd4 Heparinized human whole blood was used in a funciional 

assay to further evaluate the blood compatibility of this endothelium. When ECs 

were absent, platelets adhered to the IM in snall clusters whereas confluent ECs 

inhibited platelet adhesion by 932 f 3.6 % and limited the phenornenon to single 

platelet adhesion in inter-cellular gaps (Figure 13). 
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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 (pc0.05, 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). S Significantly different from HSV 

(pc0.05 ANOVA). (c) Transmission electron micrograph of the 

adventitial matrix. Uranyl acetate and lead citrate stain. Scale 

bar = 500 m. (dl Gelatin zymogram showing gelahase aaivity in  

conditioned culture medium. h e s  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, 



Figure 13: inhibition of platelet adhesion by the endothelium. Scaming 
electron micrographs of unendothelia1ized IM (top) promoted platelet 

adhesion and activation whereas endothelialized IM (bottom) almost 

completely inhibited the process. 



Grafting of the TEBV 

In order to assess the in vivo graftabiiïty, 5 cm long 

unendotheliaIized human TEBV (inner diameter = 3 mM) were implanted, as 

interposition femoral gr&, in mongrel dogs. Only a short-term study was 

deemed feasibIe in a vascular xenograft setting. Suturability and handling 

characterktia of the p f t  were evaluated as "tissue-like" by an experienced 

vascuiar surgeon. When blood flow was re-established, no kansmural blood loss 

\vas observed and immediate patency was confimed by a palpable puke 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 p f t s  showed a smooth thrombus-free luminal surface and 

did not show signs of degradation, tearing or dilatation. In dI grafts, intramural 

olood infiltrations were observed between tissue Iayers but these did not correlate 

with decreased patency. Aside from blood infiltration, histologicd analysis 

revealed that graft architecture was retained. Graft failures occurred durllig 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 Iower 

limbs 7 days after implantation. Two patent TEBV are visible (arrows) 

providing normal blood flow in bo t -  legs. (b) After angiographie 

examination, the TEBV was explanted along with adjacent segments 

of the femoral artery, gently flushed with saline, k e d  in 

fonnaIdehyde, longitudinally slit open and pinned down to expose 

the luminal surface. Limited blood infiltrations are seen inside the 

vesse1 wd. The luminal surface is free of thrombus. Anastomosis 

showed no signs of deterioration. Graduation = 1 mM. 





2.5 Discussion 

In this report, we have established the feasibility of producing a 

completely biological TEBV, exclusively from human ce&, that met the 3 

fundamental qualities expected of a vascular graft: mechanical strength, blood 

compatibility and suturability. Furthermore, our mode1 closely mimics a human 

blood vesse1 h m  a morphologicai and histological point of view. A very 

important feature of this vesse1 is its complex and naturally organized 

extracellular matrix. This matrix may provide appropriate signals to the vascular 

ce&, through stimulation of integrin receptors, thus directing theln toward a 

normal physiological phenotype. " 26 This may explain the expression of desmin 

in this model, a marker for highly differentiated SMC considered to be irreversibly 

lost in oiltured human S M C . ~  Proper expression of pmteolytic enzymes has also 

been considered an indication of cell phenotype and shown to be iduenced by 

extracellular matrix ~ i ~ n a l i n ~ . ~ ' '  " We have observed the transient induction of 

specific gelatinases suggesting some extracellular remodding. However, the 

general long-tenn down regulation of gelatinase activity frorn 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 baseci 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 

f ibr~blasts .~ The long-tem mechanical stabiiity of our model is in accord with the 

sustained low Ievel of coliagenaçe activity observed. This a h  suggests that a ce11 

synthesized matrix induces Iess collagenase expression, or is more resistant to 

protease activity, than biochemicaly extracted and reassembled matrix. 

The non-synthetic nature of this v a s d a r  graft warrants hope of 

increased long-term patency rates for lower lirnb vascular reconstructions. 

However, animal TEBV will have to be designed in order to assess, in an 

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



presence of an endotheiium, additional surgical experience and some design 

modifications WU IikeIy improve the gr& patency rate. Furthemore, as it is 

produced from sub-dtured ce&, thiç mode1 may be an appealing t w l  for gene 

therapy since these ce& would be in close proximity to bIood and because human 

EC, SMC and fibroblasts c m  be safely transfected in vifro without using viruses 

which induce an immunogenic response. 30-32 

In conclusion, we assembied completeiy 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 aeate, 

with the same basic technique, numerous other completely biological tissue 

engineered organs. Not ody  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 

TEBV production 

To produce sheets, cells were cultured in standard culture 

medium supplemented with 50 p g / d  of ascorbic aad in standard 75 cm2 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 fiiroblast sheets with an optimal strength to 

culture thne ratio for a given maturation period. Consequently, ali adventitias or 

IM were produced from 35 days old sheets. Sheets were rolled an 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 



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 descritied in reference 9. 

For EC staining, living tissues were labeled with CMFDA 

(5-chloromethylAuorescein-diacetate; ibfoleccrlar Probes, Eugene, OR) for 2 h 

~1owf) and with DiI-ac-LDL 

(Di1 = l,l'-dioctadecyl-3,3,3',3'-tetramethylindocarbocyanine chlorate; Bn, 
Stoughton, MA) for 3 h (7.51g/ml) in standard culture conditions. Cells were then 

fixed in 4% formaldehyde, rinsed in phosphate-buffered saline, penneabelized 

with 0.1% saponin and stained with a mouse anti-hurnan von Willebrand factor 

monoclonal antibody (Chernicon, El Segundo, CA) and a Cascade blue conjugated 

goat anti-mouse mtibody (Molecular Probes, Eugene, OR). Green, red and blue 

stains cvere taken as separate color micrographs using appropriate filters on a 

Nikon epifluoroscopic microscope and digital images were overlaid as true optical 

colors. For media1 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 (MolecuIar 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-hurnan elastin 

antibody (A. Grimaud, Institut Pasteur, Lyon, France), mouse anti-vimentin 

monoclonal antibody (N. Marceau, Hôtel-Dieu, Que%ec, Canada), FITC conjugated 

goat anti-rabbit (Cederlane, Hornby, Canada) and Texas Red conjugated goat 

anti-mouse antibod y. 



2.6.3 Mechanica 1 strength 

Adventitias (inside diameter 4.5 rnM) were cannulated on i 

speciaIly designed system and pressurized with physiological buffer. Hydrostatii 

pressure was increased by 5 M g  steps until vessel failure. Fresh HSV wert 

diameter matched with TEBV (inside diameter 3 mh3) and free of collaterah 

HSV were unused segments of carefully dissected autografts from patient! 

undergoing distal vascular reconstruction. 

Gelatinase activity' was detennined on 10% SDS-pol yacrilamide 

gels copolymerized with 3.5% gelath? AU mediums were conditioned for 48h 

and sample volumes were adjusted for total culture medium volumes. 

Prostacydin synthesis was measured by detection of its stable 

degradation product 6-keto-prostaglandin Fia with a radioimmonoassay kit 

(Amersharn, LK) in culture medium conditioned by confluent ECs seeded on the 

M. EC medium was perfused at a rate of 2.6 ml/h for 12 hours with or without 

thrombin (2 U/ml). For pIatelet adhesion studies, fresh heparinized huma n 

blood (14 U/ml) was slowly perfused (0.2 ml/min.) in the lumen of an IM or an 

endotfielialized IM with an &roUer peristaltic pump, at 37'C for 30 minutes. 

Lumens were gently Aushed with culture medium to remove unattached 

platelets, fixed in 2% glutaraldehyde and processed for scanning electron 

miaoscopy (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 çtudies 

ECs were omitted to avoid acute rejection. Consequentiy, dogs 

were anticoagulated with warfarin (days -1 to 7) to raise prothrombin time to 2 

times the normal value. Dogs also received acetyisalicylic acid (325 mg/day on 

days -2 to 7) and heparin (IO@ U/kg on days O and 2). 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 polypropyIene. Graft patency waç moniiored daily by Doppler 

signaiing techniques. Animal experiments were approved by the Ethics 

Cornmittee of Laval University in accordance with the guide lines of the 

Canadian Council on Animai 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, possède des capacités 

contractiles et peut donc être utilisee comme outil de recherche pharmacologique. 

Les résultats présentés dans ce chapitre, et dans le chapitre qqui suit, sont Ie fruit 

d'un stage de recherche effectué au Laboratoire de Pharmacologie et de 

Physiopathologie Cellulaires (URA CNRS 600) de ItUniversité Louis Pasteur de 

Strasbourg, sous ia supervision des docteurs R. And rian tsitohaina et J-C S tocle t 

(directeur). Des résultats compIémentaires 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 cet& thèse. Lorsque tous les résultats seront 

rassemblés, Ies deux prochains chapitres donneront lieu à deux artides. 

Grâce au développement de la culture cellulaire, plusieurs 

études sont maintenant effectuées sur des cellules maintenues en culture plutôt 

que sur des organismes vivants entiers ou des organes prélevés chez ceux-ci. En 

effet, la culture cellulaire permet de réduire significativement le coût et la 

variabilité des expériences. Elle autorise également la réalisation de nouveaux 

types d'expériences. Cependant, les celides en d t u r e  ont tendance à perdre 

certaines de leurs caractéristiques. Ce phénomène, dit de dédifférenciation, 

entraine, chez les cellules musculaires lisses, la perte de leur principale fonction: 

le pouvoir contractile.208~~ Cea est particulièrement vrai pour les cellules 

d'origine humaine. Ainsi, aucune condition permettant la contraction de cellules 

musculaires lisses humaines cultivées n'a été décrite jusqu'à ce jour. Les études 

de contraction in vitro sont donc effectuées sur des cellules d'origine animales 

puis leurs résultats sont extrapolés à I'humain. 

Nous avons vu, à Ia section 13.2.3.2 de l'introduction générale, 

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



musculaires Iisses cultivées in vitro . NOUS présentons ici une média vasculaire 

humaine, produite par ingénierie tissulaire, qui possèdent trois avantages 

importants par rapport aux modèles de contraction de cellules musculaires Iisses 

cultivées décrits jusqu'à maintenant. Premièrement, par rapport à des cellules 

animales, ia nature humaine des cellules diminue les risques que les résultats 

obtenus ne puissent pas Stre exkapoles à l'humain. Deüxièmement, la média 

vasculaire peut être étudiée à l'aide d'appareils de mesure simples qui sont déjà 

présents dans les laboratoires de pharmacologie vasculaire classique. 

Troisièmement, cette méthode pe,met d'évaluer directement et quantitativement 

la contraction des celldes musculaires lisses. 

Dans ce chapitre, nous verrons comment cette média 

vasculaires peut-être utilisée comme outil pharmacologique. Comme exemple, 

nous procéderons à la caractérisation classique des récepteurs à 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. 582,583 De plus, I'ATP est relargué par les 

cellules endothéliales et musculaires Lisses elles-mêmes suite à diverses 

stimulations et ce phénomène pourrait jouer un rôle important dans certaines 

pathologies (vasospasme).328~ La section 1.3.2.3.3 de l'introduction générale fait 

la revue des concepts touchants les récepteurs pu&ergiques Pz (sensibles il I'ATP). 

Sur les cellules musculaires lisses, deux sous types de récepteurs purinergiques Pz 

ont été bien décrits: les P ~ x  et P2y.585 De plus, un troisième type de récepteur à 

plus récemment été découvert sur ces mêmes cellules: le P2U.328 Ainsi, 3 des 5 

sous-types de récepteurs pruinergiques Pz peuvent potentiellement être retrouvés 

sur les cellules musculaires lisses. 



Outre l'étude des récepteurs purinergiques, ce chapitre présenti 

également des résultats complémentaires sur d'autres aspects de Ia contractilitt 

des médias vasculaires reconstruites. En effet, au cours des diverses experience! 

centrées sur la réponse à I'ATP, plusieurs autres substances ont été utilisées 

Certaines ont produit des réponses normales tandis que d'autres ont donné de? 

résultats surprenants que nous avons tenté de m i e s  comprendre. Enfin, cc 

chapitre présente également des travaux réalisés en coilaboration avec le Dr F. 

Marceau, au Centre de Recherche de 1'Hôtel-Dieu de Québec, avec l'aide précieuse 

d'Eric Petitderc. Ces derniers présentent un exemple d'utilisation de ce modèle 

comme un outil pharmacologique dans un contexte de recherche. 

3.2 Matériel et méthodes 

3.2.1 Production de ln médin vasczrlrtire 

Les cellules musculaires lisses humaines ont été isolées à partir 

d'explants de la veine ombilicale selon la méthode de Ross.586 Elles ont été 

sous-cultivées dans du DMEHAM-FI2 (3:l) additionné de 10% de sérum de veau 

foetal décomplémenté.21 Les ceilules ont été utilisées aux cinquième ou sixième 

passages. 

Afin de produire un feuillet de ceiiules musculaires lisses, les 

cellules ont été cultivées dans un milieu additionné de 50pg/ml d'acide 

ascorbique. Après une période de culture de deux à trois semaines, le feuillet 

cellulaire commence à se détacher spontanément de fond du flacon de culture. À 

ce moment, Ie feuillet est complètement détaché de la surface de culhire, roulé 

autour d'un support de styrène de 4.5 mM de diam&tre externe et maintenu en 

culture. Apres une semaine de maturation, le feudiet roulé forme un tissu 

cylindrique assez cohérent pour permettre de découper ce cylindre en anneaux 



d'approximativement 5 à 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 à 10 semaines. 

Analyse histologiqrrt 

L'immunofluorescence indirecte a été réalisée sur des coupes 

en congélation (fixation à I'acé tone -20aC, 10 minutes) avec les anticorps suivants: 

anti-a-actine (monoclonal de souri; Sigma, St-Louis, MI), anti-collagène de f ie  

IV humain (polydonal de lapin; Chemicon, Temecula, CA), anti-myosine 

spécifique des cellules musculaires* lisses (monoclonal de souris; Chernicon, 

Temecula, CA), anti-myosine non-musculaire (polydonal de lapin; Biomedical 

Technologies, Stoughton, MA), anti-desmine (monoclonal de souris; Sigma, 

S t-Louis, MI), anti-vimentine (monoclonal de souris; N. Marceau, Centre de 

recherche de l'Hôtel-Dieu de QueZ>ec), anti-coilagène de type 1 (poiyclonal de lapin; 

Chemicon, Temecula, CA), anti-élastine (polyclonal de lapin; J.-F. Grimaud, 

Institut Pasteur, Lyon, France). 

3.2.3 Essais de contrnction 

Les études de contraction ont été réalisées dans des bains 2t 

organe isolé standards. Les tissus ont été baignés dans du tampon de Krebs (NaCI 

119 mM, KH2P04 0.4 mM, NaHCO3 14.9 mM, MgS04 1.17 mM, glucose 5.5 mM et 

CaC12 2.5mM) gazés par un mélange 95% : 5% CO;! et maintenus à 37OC. Les 

médias cultivées ont éte soumises à une tension de base de 500 à 800 mg jusqu'à ce 

que la tension se stabilise (= 1 h). Par la suite, ces médias recommiites ont été 

exposées à 10-3 M d'ATP afin de vérifier leur capaaté contractile, puis ont été 

abondamment rincées et, au moins une lh30 plus tard, restimulées avec diverses 



substances. Pour plus de clarté, le protocole d'utilisation des divers agonistes et 

antagonistes est d é m é  lors de la description des résultats correspondants. A 

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

3.3 Résultats 

Orgnnisntion des médias uasczilaires 

Les médias cultivées sont constituées de cellules muscu!aires 

lisses humaines incluses dans une matrice extraceIldaire qui a été synthétisée par 

ces dernières. Les médias, dans leur état finai, ne contiennent aucune matrice 

synthétique. Ces médias cultivées peuvent être produites en grandes quantités et 

maintenues sur un support tubulaire rigide jusqu'au moment de l'expérience 

(figure ISA). Elles sont alors retirees du support et contractent spontanement 

(figure 158 et C). Elles ont une apparence tissdaire et peuvent donc être 

manipulées comme des tissus prélevés chez l'animal ou l'humain. Elles se 

prêtent aussi parfaitement au montage dans les bains à organe isolé (figure lm). 

Du point de vue histologique, les médias présentent des 

couches de collagène entourant des cellules musculaires lisses très allongées et 

partiellement orientées circulairement autour de l'axe du support (figure 16A). 

Les celluks expriment, à différentes intensités, des marqueurs de différenciation 

spécifiques aux cellules musculaires lisses tels que les içotypes de l'a-actine et de 

la myosine spécifiques aux cellules musculaires lisses (figure l6B et C). De plus, 

les cellules musculaires lisses expriment un filament intermédiaire caractéristique 

de la lignée musculaire: la desmine (figure 16D). Par aiiIeurs, la matrice 

extracellulaire néo-synthétisée contient des protéines structurales retrouvées dans 

la média vasculaire in vivo tel que le colIagène de type 1, une composante 

structurale importante de la matrice extracellulaire, le collagène de type IV, u n  



constituant de la membrane basale des cellules muscul aires lisses, et l'élas tine 

(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 (diamètre du 

support 4.5 mM). D. Média cultivée dans un bain à organe isolé. 



Figure 16: Caractérisation histologique et immunohistologique de la média 

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

A. Les cellules musculaires lisses (mauve) sont très allongées et 

intimement enchevêtrées dans une matrice collagénique (bleu) néo-synthétisée 

(trichrome de Masson), ~225. B. Immunodétection de I'isotype de l'a-actine 

spécifique des cellules musculaires lisses, x 1 E  C. Immunodé tection de I'isotype 

de la myosine spécifique aux cellules musculaires lisses, x115. D. 

Immunodétection de Ia desmine (rouge), du collagène de type 1 (vert) et 

coloration nucléaire de Hoechst (bleu), x115. E. Immunodétection du collagène de 

type IV (vert) et coloration nucléaire de Hoechst (bleu), ~225. F. Immunodétection 

de I'&Iastine, ~2.25.  Remarquez l'arrangement fibrillaire. 



Récepteurs purinergiilues 

3.32.1 Réponse contractile à I'ATP 

Les médias vasculaires reconstruites ont &pondu à ur.e 

stimulation par 1'ATP par une contraction relativement rapide et très soutenue. 

La figure 17 présente la contraction o b s e ~ e e  lors d'une stimulation par doses 

successives d'ATP- Remarquez comme la contraction est maintenue à son 

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

En absence de Ca- extracelIdaire, obtenue par 3 rinçages avec 

un tampon de Krebs sans Ca" et contenant 0 S m M  d'EGTA, la média cultivée s'est 

relâchée pour atteindre un plateau de tension inférieur (figure 13). Dans ces 

conditions, la média n'a répondu que très faiblement à une stimulation à I'ATP et 

la contraction produite a été transitoire. De pius, une stimulation additionneIle 

n'a pas permis d'augmenter, ou même de maintenir, le niveau de contraction. 

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

3-3-21 Récepteurs purinergiques P ~ x  

L'a@-me thylène adénosine 5'-triphosphate (a$-Me t ATP) est u n 

agoniste spécifique des récepteurs purinergiques de type Pw.585 En plus de 

stimuler fortement ce type de récepteur, il a aussi comme effet de désensibiliser le 

tissu à une seconde stimulation via les récepteurs Pa. Cette action est également 

s p e q u e  au type Pz. Certaines des médias reconstruites ont &té stimulées avec 

10-3 M d'@-Met ATP pendant 15 à 20 minutes. Les tissus, avec ou sans apMet 

ATP, ont reçu ensuite des doses croissantes et additives dlATP. Les résultats sont 
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Figure 17: Réponse contractile d'une m4dia reconstruite à I'ATP en présence de 

Ca" extracelidaire. Un tracé de contraction représentatif de huit. 
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Figure 18: Réponse contractile d'une média reconstruite à I'ATP en absence de 

Ca" extraceIldaire. Un tracé de contraction représentatif de trois. 



présentés sous forme de pourcentage de contraction par rapport à la contraction 

produite, pour diaque tissu, par 10-3 M d'ATP en de%ut d'expérience. Cette façon 

de procéder a 6té choisie car eue permet de comparer les differents tissus entre eux 

malgré des capaatés contrades absolues qui diffèrent. 

Une st imda tion à l'a$-?.let ATP à 10-3 Pif, uue forte dose, ne 

c a w  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 ( f ipre  

19). Cea permet de condure que la réponse contractiie obtenue suite à m e  

stimulation à I'ATP n'est pas attnbuabh à I'ation de récepteurs purinergiques de 

pu<- 

Figure 19: Effet de I'ag-Met ATP (1W M) sur la réponse contractile des médias 

reconstruites ( m o y e ~ e  de 4 expériences f kart-type). Courbe 

dose-réponse en pourcentage de la contraction initiale a I'ATP 
(10-3 M). 



Le PPADS (1-phospha te-6-azophenyI-Z',4'-disulpho N atid 

Csodium) est un inhibiteur compétitif puissant et spécifique des récepteurs 

purinergiques de type P X F  Afin de confirmer les résultats obtenus avec 

IBaB-Met ATP, la capacité du PPADS d'inhiber la réponse conhade des médias à 

I'ATP a été évaluée. 

Les résultats de deux expériences sont présentés aux figures 20 et 

21. Dans c h a m  des cas, 6 üssu ont été exposés à une dose initiaIe dtATP afin de 

vérifier leurs capacité de réponse. Ces médias reconstruites ont été abondamment 

rincées et, au moins lh30 plus tard, 3 des tissus ont été mis en contact avec 60 pM 

de PPADS pendant 30 minutes. Ensuite, les médias, avec ou sans PPADS, ont été 

stimulées par des doses croissantes dBATP. Les résultats de ces expériences sont 

présentés séparément car les doses initiale dlATP n'étaient pas tout à fait 

identiques (2x10-3 et 3x10-3). Ces expériences ne montrent pas d'effet inhibiteur 

du PPADS et même, à deux reprises, certains points témoins ont été Mgèrement 

plus bas en présence de PPADS. Ainsi, ces résultats confirment ceux obtenus avec 

I'apMe t ATP, c'est-à-dire que la contraction des médias reconstruites, lorsqu'elles 

sont stimulées par llATP, n'est pas attnbuable à l'action de récepteurs 

purinergiques de type Pz. 

Récepteurs purinergiques P2y 

Le Cibacron Blue 3GA, mieux connu sous le nom de réactif 

«blue 2» (RB-2), a été utilisé comme un inhibiteur spécifique des récepteurs 

pu~ergiques de type PZy.588 Bien que ces récepteurs ne soient pas considérés 

comme prépondérants dans la réponse contractile des vaisseaux sanguins lors de 

la stimulation à I'ATP, les conditions de c d h w  particuliiires auxquelles les 

médias reconstruites ont été soumises auraient peut-être pu accentuer 

l'expression de ces récep teu.rs.328m 
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Figure 21: Effet du PPADS (0 ou 60 pM) sur la réponse contractile des médias 

reconstruites. Courbe dose-réponse en pourcentage de la contraction 

initiate à 1'ATP (3x10-3 M). (n=3, moyenne k écart-type) 

La figure 22 présente les résuItats de la première expérience et 

montre que le RB-2 n'inhibe pas la contraction des rnédias reconstruites en 

réponse à I'ATP. La figure 23 présente les résultats d'une seconde expérience. 

Dans ce cas, on constate un effet inhibiteur du RB-2 B de faibles concentrations 

d'ATP. Ces résultats s'expliquent fort bien lorsque l'on regarde les tracés de 

contraction originaux présentés en figure 24 (avec Ie RB-2) et en figure 25 

(témoin). 11 devient évident que le RB-2 produit, à lui seul, un effet relaxant qui 

semble masquer la réactivité des médias à faibles concentrations d'ATP. Cet effet 

relaxant serait A de fortes concentrations d'ATP. Ii est possible que cet effet soit 

attribuable à une trop forte concentration de RB-2. En conséquence, une troisième 

expérience a 6té mede  en utiiisant le RB-2 à 3x10-5 M. Ces rh l ta t s  sont prgsentés 

h la figure 26 et l'on peut y voir les mêmes résultats que ceux obtenus lors de la 



seconde expérience. Les tracés de contraction avaient également le même profi1 

que ceux de la seconde expérience. 

Figure 22: Effet du réactif ablue 2)) (104 M) sur la réponse contractile des médias 

reconstruites (expérience 1). Courbe dose-réponse en pourcentage de la 

contraction initiale à IIATP (10-3 M). (n=3, moyenne t écart-type) 

Le fait que de fortes concentrations d'ATP abolissent l'effet du 

RE2 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 des concentrations d'ATP par 

des contractions de même ampleur avec ou sans RB-2. En conciusion, tel que 

montré par la première expérience, le R E 2  ne semble pas avoir d'effet inhibiteur 

sur la repense h I'ATP des medias reconstruites. Ceci tend à démontrer que la 

réponse contractile obtenue suite à une stimulation à I'ATP n'est pas attribuable à 

l'action de récepteurs purinergiques de type P2y. Des expériences complémentaires 



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

récepteurs P2y. 

ATP (M) 

Figure 23 : Effet du réactif «bhe 2» (104 M) sur la réponse contractile des médias 

reconstruites (expérience 2). Courbe doseréponse en pourcentage de la 

contraction initiale à VATP (10-3 M). (Traités n=I ; Témoin n=2 ; 

moyenne t écart-type). 
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Figure 24: Effet du réactif ~blue  2. sur la réponse contractde des médias 

reconstruites I'ATP (IO4 M, 3 x 1 ~  M. 10-5 M. 3x10-5 M. 104 M. 3x104 

M, 10-3 M, 3x103 M et 6x10-3 M) Un tracé de contraction représenta tif 

de quatre. 
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Figure 25: Témoin de l'effet du réactif ablue 2%. Réponse contractile des médias 

reconstruites I'ATP (1û-6 M, 3x104 M, 10-5 M, 3x10-5 M, 104 M, 3x10-4 

M, 10-3 M, 3x10-3 M et 6x1003 M). Un tracé de contraction représentatif 

de quatre. 
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Figure 26: Effet du réactif «blue 2)) (3x10-5 M) sur la réponse contractde des 

médias reconstruites (expérience 3). Courbe dose-réponse en 

pourcentage de la contraction initiale à I'ATP (10-3 M). (Traités n=l; 

Témoin n=2; moyenne k écart-type). 

3.3.2.4 Récepteurs purinergiques PZU 

Les récepteurs purinergiqueç de type P ~ u  sont caractérisés, outre 

leur sensibilité à I'ATP, par leur repense spécifique à L'uridine 5'-triphosphate 

(UTP).3Zg Toutes les medias reconstruites testees (quatre médias reconstruites 

distinctes, lors de quatre exphriences distinctes, totalisant 15 échantillons) ont 

toujours montré une réponse contractile à 1'UTP. Les médias reconstruites, 

lorsqu'elles sont confrontées h des concentrations croissantes d'UTP, contractent 

de façon graduelle et soutenue (figure 27). Les medias reconstruites paraissent un 



peu moins sensibles à I'UTP [ sensibilité = 1V M) qu'à I'ATP ( sensibilité = 1û-6 M 

A 10-5 M). Ainsi, nous pouvons conclure h la présence de r6cepteurs purinergiques 

de type P2u à Ia surface des cellules musculaires Iisses des médias reconstruites. 

Afin de determiner si les récepteurs de type P2u sont les seuls 

responsables de la réponse contractile des médias reconstruites face à llATP, nous 

avons tent4 de saturer Ies récepteurs purinergiques avec de I'UTP. Cette 

expérience est présentée à Ia figure 28 qui nous montre que, malgré une 

pré-contraction avec 3x10-3 M d'UV, une très forte dose, une média reconstruite 

répond encore à une stimulation par 10-3M d'ATP. Une saturation des récepteurs 

a été tentée à nouveau avec des doses additives d'UTP allant jusqu'à 6x10-3 M 

mais une dose de 10-3 M dlATP réussit malgré tout à produire une contraction 

additionnelle (figure 29). La figure 29 démontre que les récepteurs à I'UTP 

n'étaient pas saturés lors de l'expérience précédente (même avec à 3x10-3 M 

d'UTP). En conclusion, bien que ces expériences de saturation ne représentent 

qu'un nombre limité d'échantillon, il semble qire les récepteurs purinergiques de 

type P ~ u  ne soient pas les se& récepteurs purinergiques présents. 
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Figure 27: Réponse contractile d'une média reconstruite provoquée par des 

doses additives dtUTP. Un tracé représentatif de trois. 



A UTP 3 x 1 0 ' ~ ~  

Figure 28: Premier essai de  saturation des récepteurs purinergiques par 1'UTP. 

Un tracé représentatif de deux. 



Figure 29: Deuxième essai de saturation des récepteurs purinergiques par 1'UTP 

(10" M, 3x104 M, 10-3 M, 3x10-3 M, 6x10-3 M). ATP 3x10-3 M. Un tracé 

représentatif de trois. 

3.3.3 Canaux calciques 

Nous avons déjà vu, à 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 être amplifiée, par des canaux calciques sensibles au 

potentiel. Le chlorure de potassium ( K I )  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 C1: Ainsi, les canaux 

calciques sensibles au potentiel s'ouvriront lors de cette d6polarisafion et 



laisseront entrer le Ca" extérieur, entraînant une augmentation de Ca 

intracellulaire et la contraction cellulaire. Ce phénomhe est extrêmement 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 à une tell 

dépolarisation. 

3.3.3.1 Caractere de La contraction au KCl 

La réactivité au KCI a ét6 obtenue en changeant le tampon d 

Krebs standard des bains à organe pour une solution modifiée où du K U  (100 mh 

final) a été substitué à une partie du NaCl tout en conservant l'osmolaritl 

constante. Ce changement de tampon entrahe la contraction de la médit 

reconstruite. La figure 30 présente une telle contraction qui s'avère extrêmemen 

lente, au lieu de la réponse immédiate attendue, mais d'une ampleur jamaii 

observée auparavant que ce soit avec de fortes doses dlATP, d'UTP, d( 

bradykinine ou d'histamine. La contraction atteint un maximum en 50 minute! 

et diminue très lentement (contraction encore présente à 70% du maximum aprè: 

110 minutes). La figure 31 montre une autre contraction au KC1 où l'on peu, 

constater que le rinçage du KCl entraîne un retour très rapide vers la tension df 

base. Ceci montre bien que I'effet observé n'est pas attribuable aux rinçage5 

nécessaires lors du changement de tampon, bien qu'ils produisent de5 

perturbations importantes, mais bien au KCI lui-même. 
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Figure 30: Réponse contractile d'une média reconstniite provoquée par le KC1 

(100 mM). Un tracé représentatif de 15. 



Figure 31: Réponse contractile d'une média reconstruite provoquée par le KC1 

(100 mM). Effet-du rinçage. Un tracé représentatif de six. 

3.3.3.2 Détection des canaux calciques sensibles au potentiel 

Comme nous I'avons vu, les canaux calciques sensibles au 

potentiel sont tenus, de façon générale, comme responsables de l'effet du KCI sur 

les cellules musculaires lisses. Néanmoins, le caractère 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 utiIis& la nitrendipine (Nit).<, Pour 

ce faire, la Nit (1 ~,LM) a &té ajoutée avec Ie KCI (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 prgsente la contraction obtenue par I'effet sirnultane du KCI et de la 

Nit. La contraction est lente, forte et soutenue. La figure 33 montre que l'addition 

de la Nit au maximum de contraction n'a pas d'effet sur la contraction produite 

par le K I .  La figure 34 présente la contraction obtenue lors d'une incubation de 

30 minutes avec la Nit avec la stimulation au KCI (en presence de Nit). La 

contraction est particulièrement bien soutenue, bien qu'elle ne paraisse pas aussi 

forte que les autres. Néanmoins, l'ampleur de la contraction ne peut être 

précisément evaluée étant donné les effets perturbateurs importants que peuvent 

avoir les riqages au KCI. 

Le réactif «Bay K» est un agoniste spécifique des canaux 

calciques sensibles au potentiel. Ii a été utilisé (1w) suite à une 

pré-dépolarisation légère avec 25 mM de KCI 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 à la présence 

de canaux calciques sensibles au potentiel fonctionnels. Ces canaux ne sont donc 

probablement pas responsables, de fason significative, de la contraction observée 

en présence de 100 mM de K I .  
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Figure 32: Effet de la Nitrendipine, ajoutée avec le K I ,  sur  la réponse contractile 

d'une media reconstruite provoquée par le KC1 (100 mM). h tracé 

représentatif de trois. 
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Figure 33: Effet de la Nitrendipine, ajoutée au maximum de contraction, sur la 

réponse contractile d'une média reconstruite provoquée par le KCl 

(100 mM). Un tracé représentatif de trois. 
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3.33.3 Rôle du Ca" dans Ia contraction au KC1 

Puisque la contraction en réponse au KC1 n'est pas litSe à 12 

présence de canaux cdaques sensibles au potentiel fonctionnels, nous avon: 

voulu vérifier si cette contraction était, tout au moins, reliée à une entrée de  Ca* 

extracellulaire. 

Pour ce faire, des médias reconstruites ont été stimulées avec 

un tampon 100 mM KC1 sans Ca" suivi de plusieurs rinçages (n=3). Ce traitemeni 

n'a pas interféré avec la contraction (résultats non présentés). Par la suite, des 

médias reconstruites ont été préalablement rincées à trois reprises avec d u  

tampon Krebs sans Ca* contenant 0.5 rnM EGTA (20 minutes) afin d'éliminer 

toute trace de Ca" avant la stimuiation un tampon 100 rnM KCI sans Ca" et avec 

0.5 mM d'EGTA (n=6). Ce traitement diminue l'intensité des contractions mais 

ces dernières demeurent et restent très soutenues. La baisse de réactivité pourrait 

être imputable à la déplétion des stocks de Ca" intracellulaires suite au longs 

rinçages sans Ca* et avec EGTA. Une seconde expérience a été réalisée mais cette 

fois la concentration en EGTA a été portée à 2 mM (n=6). La figure 35 montre que, 

bien que l'intensité de la contraction ait diminué par rapport à la stimulation avec 

Ca", la contraction persiste et l'augmentation de  la concentration d'ECTA 

n'accentue pas cette baisse. La phase initiale de la contraction est beaucoup moins 

rapide en l'absence de Ca*mais ceci pourrait être attribuable à l'effet perturbateur 

des nombreux rinçages associk à 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 à la contraction au KCI 

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

L'oxyde nitrique (NO) est l'un des plus puissants 

vasodilatateurs. Par son effet relaxant directe sur les cellules musculaires 

Lisses.'46~90 L'effet relaxant du NO est la conséquence de son effet stimulant sur la 

guanylyl cyclase, l'enzyme produisant le guanosine 5'-monophosp hate cyclique 

( G M P c ) . ~ ~ ~  Ainsi, l'étude des effets du NO est une avenue de recherche très 

importante dans le domaine vasculaire. Ii nous a donc paru important de voir si 

les médias vasculaires reconstruites pouvaient répondre au NO, c'est-à-dire, si 

elles avaient une guanylyl cyclase fonctiomelle. 

La figure 36 présente l'effet du nitroprussiate de sodium (SNP) 

sur la contraction d'une média reconstruite induite par une dose de bradykinine 

(10-6 M). Le SNI? est une molécule instable qui se dégrade, en solution aqueuse, en 

produisant du N0.591 Une dose de 10-5 M de SNP produit une relaxation nette et 

marquée de la média reconstruite. Une seconde dose, de 10-4 M de SNP, accentue 

cette relaxation. Le bleu de méthylene (BM) est un inhibiteur de la guanylyl 

cyclase et, ainsi, bloque l'effet activateur du NO sur la guanylyl ~ycIase .~~2 La 

figure 36 montre I'effet du BM qui annule complètement l'effet relaxant du SNP. 

II est à remarquer que cette expérience n'a été réalisée qu'une seul fois (n=3). Par 

contre, l'effet du SNP a également ét6 vérifié dans d'autres contextes 

expérimentaux (n=2). En conclusion, les cellules musculaires lisses des médias 

reconstruites possèdent une guanylyl cyclase car elles sont susceptibles au NO. 
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Figure 36: Détection de la guanyIy1 cyclase dans les médias reconstruites. 

Relaxation induite par le nitroprussiaie de sodium et réversibilité de 

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

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 phénomhe face à 

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 dernière 

contracte rapidement et très intensément (n=6). Cette reactim n'est pas observée 



avec des tissus vasculaires ex vivo. La figure 37 pr6ente la contraction observc 

suite A l'ajout de 0.1 mM ou 1 mM de Ni*+. Les r&ultats sont présent& e 

pourcentage d'une contraction témoin de 10-3 M d'ATP. La contractic 

provoquée par le Ni" apparait dom beaucoup plus intense que celles obtenut 

avec de 1'ATP (400%). L'amplitude de la contraction ne semble toutefois pi 

directement relide à la concentration de Ni" utilisée. Par contre, la vitesse d 

contraction, elle, semble être proportionnelle à la concentration de Ni". La figw 

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 1 

contraction par une très faible dose de Ni*+, des doses subséquentes répétée$ 

même 10 fois plus fortes que la dose initiale, n'entraînent pas une contractioi 

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 à L'ATP (10-3 M). (n=l) 
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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=l). 
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Figure 39: Repense contractile d'une média reconstruite provoquée par des 

doses additives de Ni". Traces de contraction (n=l). 



Rôle des macrophages dans la réponse des tissus vusculaires 

Un autre exemple de l'utilité d'un tel modèle en recherche 

vasculaire est présenté dans cette section. Dans ce cas, les médias cultivées ont été 

utilisées pour étayer l'hypothèse voulant que la réponse contractile des tissus 

vasculaires humains aux agents anaphylactiques soit produite par l'intermédiaire 

des macrophages résidents.593 En effet, I'equipe du Dr F. Marceau s'intéresse 

depuis plusieurs années à cette question. Puisque la présence de quelques 

macrophages dans la paroi vasculaire suffirait à déclencher une contraction, la 

réponse à cette question est difficile à obtenir à partir d'expériences utilisant des 

tissu ex vho. Cependant, les médias vasculaires reconstruites, de par leur nature 

cellulaire pure, sont à même de fournir des éléments de réponse à cette question. 

En effet, le fait que la média cultivée soit obtenue d'une culture pure de cellules 

musculaires lisses en passage écarte la possibilite de cellules contaminantes. 

Les médias vasculaires reconstruites et I'ar tère du cordon 

ombilical humain ont répondu à des agonistes vasculaires normaux comme 

l'histamine, la bradykinine et le U-46619, un analogue de la thromboxane A 

(figure 40). Par rapport à l'artère ombilicale, les médias reconstruites ont réagi par 

des contractions beaucoup plus faible (de 3.6 à 20 fois). Néanmoins, bien que 

quantitativement beaucoup plus faibles, les contractions obtenues avec notre 

modèle sont facilement interprétables d'un point de vue qualitatif. La figure 41 

nous présente les résultats obtenus avec des agonistes anaphylactiques. Nous 

pouvons cons ta ter que, contrairement à I'ar tère ombilicale, les medias 

reconstruites ne répondent pas du tout aux agonistes anaphylactiques. Ces 

résultats appuient l'idée que les cellules musculaires lisses ne possèdent pas les 

récepteurs correspondants. Ceci vient appuyer la théorie selon laquelle la réponse 

à ce type d'agoniste n'est pas directement attribuable aux cellules musculaires 

lisses dans les tissus vasculaires. 



30 minutes 

30 minutes 

Figure 40: Contractions en réponse à des agonistes standards. A. Artère 

ombilicale. B. Média cdtiv4e. 



20 minutes 

30 minutes 

Figure 41: Contractions en réponse à des agonistes anaphylactiques. A. Artère 

ombilicale. B. Média cultivée. 



3.4 Discussion 

À l'aide d'une nouvelle technique d'ingenierie tissulaire, nour 

avons produit un tissu tubulaire contenant des cellules musculaires fisse5 

humaines contractiles. Cette média vasculaire reconstituée présente de2 

caracteristiques mac.roscopiques, histologiques et contractiles qui reflètenl 

plusieurs de celles observées chez la média vasculaire humaine. Les résultats 

présentés ici démontrent que ce modéle peut-être utilisk pour faire des études 

pharmacologiques de contractions en utilisant Ie même matériel et les mêmes 

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-espèces étant de mieux en mieux titablies, et les 

mouvements de protection des animaux étant de plus en pIus 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 disponiiles et d'une qualité très variable. 

Pour ce qui est de modèles 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 façon quantitative Ia force générée par les 

cellules.317J23-326 De plu ,  des cellules musculaires lisses contractiles humaines 

n'ont jamais été observées en culture. Ainsi, les médias vasculaires produites par 

ingénierie tissulaire présentent un modèle unique qui permet de mesurer les 

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

Pour faire de ce modèIe un outil pharmacologique utile, il est 

nécessaire de bien caractériser ce dernier. En effet, il serait illusoire et prétentieux 

de croire que ce modele reproduit toutes les qualités d'un vaisseau sanguin 

humain. Il est donc important d'établir dans quels domaines de la recherche 



vasculaire ce modèle pourra senrir. C'est dans cet esprit qu'une étude 

pharmacologique des récepteurs purhergiques Pz a été réalisée. Celle-ci a 

démontré que les médias reconstruites ne répondaient pas à une forte dose 

d'up-méthylène-ATP, le plus puissant agoniste des récepteurs purinergiques de 

sous-srpe P2X.58j De plus, cet agoniste n'a pas produit d'effet désensibilisant sur la 

réponse des médias à l'ATP.5a Par ailleurs, la réponse des médias à l'.\Ti? n'a pas 

6té inhibée par le PPADS, un inhibiteu compétitif, puissant et spécifique des 

récep teus  purinergiques de sous-type P2X-587588 Ces résultats montrent 

clairement que les celIules musculaires lisses des médias reconstruites ne 

possèdent pas de récepteurs purinergiques Px. D'autre part, I'utiiisation du 

réactif «bIue 2 ~ ,  un inhibiteur spécifique des récepteurs purinergiques de 

sous-type Pzy, n'a pas mené à l'inhibition nette de la réponse des médias à 

I'ATP.588 Cependant, ce résultat reste incertain et nécessitera confirmation avec 

des doses plus faibles de l'inhibiteur. Enfin, 1'UTP produit une forte contraction 

des médias reconstruites ce qui établit, hors de tout doute, la présence de 

récepteurs PZU puisqu'il s'agit du seul sous-type de récepteurs purinergique qui est 

sensible à I'UTP.329 Des essais de saturation des récepteurs P2u par de fortes doses 

d ' U V  n'ont pas inhibé la réponse à 1'ATP. Cea laisse aoire à la présence d'autres 

sous-types de récepteurs purinergiques Pz que le sous-type U. Cea dit, la figure 29 

ne montre pas rigoureusement h saturation des récepteurs à I'ZiTP après une 

dose de 6x10-3 M d ' m .  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 P2u n'a 

pu être écartée. De plus, l'absence de récepteurs de sous-types P ~ Y  n'a pu être 

catégoriquement confirmée. Pour répondre définitivement à cette question, il 

faudrait utiliser le 2-méthylthio-ATP qui est l'agoniçte le plus puissant des 

récepteurs de sous-types P2y et qui n'a pas d'effet sur le sous-type P2U.329 En 

absence de réaction, il faudrait établir l'absence de sous-types de récepteurs jamais 

observés chez les cellules musculaires lisses tel que les sous-types Pu ou P~(PcIz), 



ce dernier étant encore mal défuii.329ai En effet, il n'existe pas d'inhibiteur 

spécifique COMU des récepteurs de sous-types P2u. 

La présence de récepteurs de sous-types P2u n'est pas 

surprenante puisque ceux-ci ont été observés sur les cellules musculaires Iisses 

vasculaires in a i 2 o et en culture.30~~88*~9.r-j96 Par contre, i'absence de récep teus 

de sous-types P x  est plutôt surprenante car ces récepteurs sont largement 

distribués sur les cellules musculaires lisses vasculaires et vi~cérales.~~~588~~~-600 

Ceci dit, son absence a été notée sur des cellules musculaires lisses porcines e n  

~ulture.3~~ Par ailleurs, la présence de récepteurs de sous-type P2y serait 

surprenante puisque celui-ci est prinapalement retrouvé au niveau de 

l'endothélium dans les vaisseaux sanguins.s82s9s Cependant, des contractions 

associées à des récepteurs de sous-type P2y ont déjà été observées avec des artères 

mésentériques de rat à de fortes dose d'ATP.588 Pacaud et collaborateurs ont 

observé Ie changement d'expression des récepteurs purinergiques Pz lors de la 

mise en c u l t u e  de cellules musculaires Iisses d'aorte de rat.601 Ils ont observé 

une perte d'expression de récepteurs de sous-type P x  une induction de 

l'expression des sous-type P ~ Y ,  et une expression maintenue des récepteurs de 

SOUS-type P~u. Ces résultats correspondent bien aux nôtres bien que I'expression 

des SOU-type P2y n'ait pas été clairement démontrée dans notre modèle. 

Le profil de contraction des médias reconstruites en réponse à 

I'ATP n'est pas observé normalement avec des vaisseaux ex viuo.~82~588~598 En 

effet, cette réponse est habituellement rapide et transitoire alors que no us 

observons une réponse soutenue. Cette réponse transitoire est attribuée, in vivo, 

aux récepteurs de sous-type Pu< qui contrôlent 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 à entraîner la 

contraction. De plus, l'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 CaW.263 Dam les médias reconstruites, ce! 

récepteurs sont absents tandis que les récepteurs de sous-type P2u son 

prépondérants. Or, ces récepteurs sont liés à une protéine G qui active lc 

métabolisme des phosphates dinositol et I'W3 ainsi produit cause la libération dc 

stocks calciques du réticulum sarcoplasmique. Ainsi, ces récepteurs produiseni 

une contraction moins rapide que ceux de sous-type Pu( mais celle-ci est soutenue 

comme celle observée avec les médias dtivées. Le profil générai de contraction 

des ïnédias reconstruites en réponse à L'ATP est donc coh6rent avec les sous-types 

de récepteurs purinergiques identifiés par cette étude. 

Le type de contraction observé suite à une depolarisation par 

100 mM de KC1 est très étrange. La lenteur de celle-ci ne laisse pas a o k e  à 

l'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 à l'absence de ces canaux dans ce 

modèle .3890693~604 Cette absence est surprenante puisque ces canaux sont très 

important dans la réponse contractile des cellules musculaires Lisses in v i v 0 - 6 ~ ~  

Ainsi, ce modèle ne reproduit pas la situation observée in vim en ce qui concerne 

les canaux calciques sensibles au potentiel. Cependant, la forte mais lente 

contraction observée en présence de 100 mM de KCI reste sans expkation. 

Celle-ci reflète peut-être un mécanisme de contraction encore inconnu puisque 

caché par la réponse habituellement observée avec des tissus ex vivo? En effet, ce 

type de modèle, bien que ne représ.entant pas parfaitement certains aspects de la 

situation observée in vivo, pourrait peut-être permettre de découplés certains 

phénomènes de la réponse cellulaire habituelle. 

La réaction des medias cultivises au Ni" présente également 

une réponse surprenante. En effet, le NiMs'est avéré l'agoniste contractile le PIUS 

puissant jamais utilisd sut des médias reconstruites alors que celui-ci n'a jamais 



été décrit comme un agent contractile chez des tissus vasculaires prélevés in vivo. 

Sur les médias reconstruites, le Ni" semble dédencher une réaction contractile 

dont la rapidité est dépendante de la concentration mais dont l'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 être réalisés afin de percer le mystère 

entourant son mécanisme d'action. Néanmoiris, des &men& d'information 

supplémentaires seront apportés par l'étude des influx calciques en réponse au 

Nih(voir le prochain chapitre). 

L'étude des agents vasodilatateurs est une sphère de recherche 

importante dans le domaine, entre autre, de l'hypertension. Les médias 

vasculaires reconstruites pourront être un outil utile dans ce domaine puisqu'elle 

sont sensible à l'effet du NO, le plus important des vasodiIatateur~.~46~ Cette 

sensibilité révèle la présence d'une guanylyl cydase fonctionneh, qui est activée 

par le NO, et qui peut être inhibée par le bleu de méthylène.592 Ainsi, la 

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

5'-monophosphate cyclique intracellulaire te1 que c'est le cas in v iuo .1~  

Les travaux effectués chez le k Marceau ont montré que les 

médias vasculaires reconstruites répondent à des agonis tes vasculaires variés. De 

plus, ces travaux montrent bien comment ce type de modèle peut servir à 

apporter des éléments de réponse lorsque les conditions expérimentales in a i u o 

sont difficilement contrôlables. Dans ce cas, nous avons montré que les tissus 

produits in vitro, à partir d'une culture pure de cellules musculaires lisses 

humaines en passage, ne réagissaient pas à des agonistes anaphylactiques qui 

produisent la contraction des vaisseaux ex vioo. Ceci vient appuyer l'hypothèse 

selon laquelle la réponse à ce type d'agoniste n'est pas directement attribuable aux 

cellules musculaires iiçses 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 



attnbuable à une modification des cellules musculaires lisses dans ce modèle. 

Une expérience intéressante serait d'ajouter des macrophages humains à la média 

contractik 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 modèIe, 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 rnédias reconstruites répondent 

avec moins d'intensité, lors d'une seconde ou d'une troisième stimulation, par 

rapport A la première. Ainsi, ce modèle ne permet pas de comparer des 

contractions successives faites sur un même échantillon, en présence ou absence 

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 modèle semble plus approprié pour des 

protocoles basés sur des variations importantes, par exemple, l'utilisation d'un 

agoniste spécifique plutôt qu'un inhibiteur partiel. 

Un modèle produit à partir de cehies  en culture présente 

plusieurs avantages: grande disponibilité, reproductibilité, utilisation possible de 

cellules humaines, élimination de questions d'éthique, conditions de culture 

variables, composition cellulaire contrôlée, élimination de facteurs indissociables 

in vivo, etc. Cependant, tout modèle possède des limites. Il est donc primordial 

d'établir les domaines de recherche où il est pertinent d'utiliser un certain 

modèle. Dans notre cas, une caractérisation pharmacologique partielle a été 

établie et demontre que les médias vasculaires sont aptes être utilisées pour 



I'étude de nombreuses molécules vasoactives. Par contre, elles présentent aussi 

certains comportements qui ne refletent pas la situation in vivo. Ceci pourrait 

être atü5buabIe aux conditions de culture ou à la durée prolongée de la culture. 

Ceci dit, cette culture prolongée peut être mise à profit pour soumettre les cellules 

musculaires lisses à des conditions qu'il serait impossible d'établir in oiuo. 

3.5 Conclusion 

En conclusionf nous avons produit un modèle de média 

vasculaire contractile humaine à partir de sous-cultures pures de cellules 

musculaires &ses de la veine ombilicale. Ce modele 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 modèle 

paraît déjà voué à un avenir prometteur. 



Chapitre IV 

4. Influx calcique dans la média vasculaire 

contractile 



4.1 Introduction 

Notre média vasculaire humaine, produite par ingénierie 

tissulaire, constitue le premier modèle cellulaire contractile composé de cellules 

musculaires lisses humaines cultivées (en passage). Il est d'ailleurs le seul 

modèle de culture cellulaire à permettre une mesure quantitative des forces 

contractiles générées par des cellules musculaires Iisses en réponse à des agonistes 

contractiles physiologiques. Ces mesures peuvent être obtenues grâce à u n 

appareillage dassique de mesure de contraction isométnque couramment utilisé 

dans les laboratoires de pharmacologie classique. Cette dernière qualité fait de ce 

modele un outil particuliérement intéressant pour la recherche pharmacologique 

appliquée. 

Dans le chapitre précédent, afin d'évaluer la pertinence et la 

polyvalence de ce modèle en tant qu'outil de recherche, nous avons entrepris 

l'étude des divers aspects de la réponse contraaile de la média reconstruite suite à 

la stimulation par l'adénosine 5'-triphosphate (ATP). Dans ce chapitre, nous 

évaluerons les flux calciques intracellulaires se produisant dans les celluies 

musculaires lisses lors de cette réponse. En effet, pour plusieurs types cellulaires, 

des rôles fondamentaux sont attribués aux variations de la concentration de Ca- 

intracellulaire cytoplasmique (Ca-i) que ce soit dans les domaines de l'excitabilité 

ou de la contractilité celluIaire.606 Dans le cas des cellules musculaires lisses, il est 

établie qu'une augmentation de la concentration du Ca*i entraine la contraction 

cellulaire. Cet influx, indépendamment de son origine, mène à la 

phosphorylation de la chatne légère de la myosine musculaire.266 Ceci permet 

l'interaction myosine-actine et la génération de forces contractiles à partir de liens 

phosphore de haute énergie. L'étude des flux caciques lors de la contraction des 

cellules musculaires lisses a d'ailleurs mis à jour des modulations complexes de 

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



intracelluIaires sont autant de paramehes qui permettent un contrôle précis de la 

réponse cellulaire (voir sedion 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 fiuorochrome sensible à la concentration d'ions ~alciurn.50~ Les médias 

reconstruites se sont avérées un trés bon matériel pour l'étude des variations de la 

concentration du Ca-i par cette technique. Parmi les 24 expériences realisées, 

seulement trois se sont avérées non concluantes. Les médias cultivées produisent 

de &ès beaux tracés de fortes intensités, stables et dont les variations en réponse à 

des agonistes sont importantes et très nettes. 

4.2 Matériel et méthode 

4.2.2 Tissus utilisés 

Les médias reconstruites utilisées pour cette étude étaient 

identiques à celles utilisées au cour des expériences de contraction présentées au 

chapitre précédent. Ainsi, veuillez vous référer à la section 3.2.1 pour plus de 

détails. 

Mesure des flux calciques 

La méthode de mesure assistée par ordinateur se fait grâce iî un 

microfluoromètre (Fluorolog II, SPEX, Edison, NJ, USA) associe a un bain 

d'organe isolé horizontal à perhision.607 Celles  est basée sur la propriété d'un 

fluoroduome, le Fura-2, d'absorber la lumière de 3 4 0 ~ 1  lorsqu'ü est lié aux ions 

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



Ca". Dans Ies deux cas, le Fura-2 émet de la lumière à 510nm. Ainsi, u r  

fluoromètre envoie, par l'intermédiaire d'un microscope à épifluorescence, u r 

rayon à 350nm sur les cellules chargées de Fura-2 et celui-ci enregistre la Iumierr 

émise, à 510nm, par le Fura-2 excité. Ensuite, le fluoromètre émet à 380n.m ei 

enregistre à 510nm toujours. Ces deux opérations sont effectuées plusieurs foic 

par seconde. Ainsi, des tracés de l'intensité lumineuse (à 510nm) en fonction d u  

temps sont obtenus pour une excitation à 350nm et à 380m pratiquement 

sirnuitanément. La concentration de Caui étant proportionnelle au rapport de 

l'intensité lumineuse émise lors de l'excitation 21 350nm sur celle émise lors de 

l'excitation à 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 à laquelle est exposé Ie Fura-2 qui se trouve dans le cytoplasme des cellules 

chargées. Afin de calculer cette concentration de Ca; il est nécessaire de procéder 

à une étape de calibration. Pour ce faire, les cellules sont, simultanément, 

perméabilisées partiellement par l'ionomycine (20pM), dépolarisées par lOOmM 

de KCI, et stimulées par une dose massive de bradykinine (10p.M) dans un 

tampon contenant 5mM de Ca". Le but de cette étape est de saturer le 

fluorochrorne intracellulaire de Ca- et de mesurer son rapport 350/380 que l'on 

nomme Rmax. Pax la suite, les cellules sont perfusées avec du tampon sans Ca", 

contenant 20mM d'EGTA, jusqu'à 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 Ia concentration de  Ca" 

cytoplasmique en fonction du temps. 



4.2.3 Chargement au Fura-2 

Avant le chargement, les tissus ont été équilibrés à une tension 

de 5OOmg à 800mg et rincés à plusieurs reprises par le tampon de Krebs (NaCl 

119mM, KH-$OII 0.4mM, NaHC03 14-9mM, M@04 1.17mM, glucose 5.5rnM et 

CaC!2 2.5mM), gazé avec un mélange 95% : 5% C e  et maintenu à 37OC. Au 

moment du chargement, le tampon a été enlevé et le tissu a été rincé une fois par 

une solution composée de: 50yg d'acétoxyméthyte de Fura-2 (Fura-2, AM; 

Moledar  Probe, Eugene, OR, C'SA) repris dans 25 pi de CLGO, 15 ul d'acide 

pluronique (20% hai) et 7.5 ml de tampon de Krebs. La rnédia a été erisuite 

incubée 2h dans cette solution à 21°C dans l'obscurité. Au cours de cette 

incubation, le Fura-2, AM pénètre dans les cellules et, suite à une action 

enzymatique, est accumulé sous forme de Fura-2, molécule à laquelle la 

membrane cellulaire est relativement impermeable. La solution de chargement a 

été ensuite retir4e et le tissu perfusé par te tampon de Krebs à 37°C pour éliminer 

le Fura-2, AM extraceilulaire. Le chargement a été confirmé en comparant le 

spectre d'absorption (de 300nm à 400nm) avant et après chargement: l'apparition 

d'un pic d'absorption à 350nm indique la présence de Fura-2 lié au Ca- 

cytoplasmique. À moins de précisions contraires, tous les réac& ont été obtenus 

de chez Sigma. 

4.3 Résultats 

4.3.1 Le cnlciirrn extracellulaire et la réponse cnlciqrie ii Z'ATP 

4.3.1.1 Réponse en présence de Ca* extracelluiaire 

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

été réalisée à 22 reprises, dans diverses conditions expérimentales, au cours de 



Il expériences distinctes. Dans tous les as, une augmentation rapide, intense et 

transitoire de la concentration de Ca-i a été observée (figue 42). Pour huit de ces 

expériences, la cahiration a été réalisée. Au cours de ces huit expériences, 10 

stimulations ont été enregistrées pour une augmentation moyenne de Ca-'i de 993 

i 601 nm (min./max.: 380 n m  à 2200nm). Ces stimulations ont été toutes 

séaiisées dans des conditions semblables mais non identiques. Ces résultats ont 

été obtenus avec des tissus âgés de 54 f 17 jours (mh/max.: 29-76). La réponse 

calcique n'a pas été influencée par I'âge des tissus. Ainsi, il appamAt clairement 

que les média cultivées répondent à une stimulation à I'ATP par une 

augmentation du Ca-i en présence de Ca* extracellulaire. Ceci correspond bien 

aux observations de contractilité présentées au chapitre précédent. 

Bien que la présence d'une réponse calcique ait été très 

constante, le profil de variation du Ca-i obsenré en réponse à 1'ATP a été assez 

variable. En effet, 16 stimulations réalisés dans des conditions ideales ont produit 

un profil pouvant être classé dans une de ces trois catégories: le pic initial du Ca-i, 

intense et transitoire, est suivi par ui retour approximativement au niveau de 

base (n=5), par un plateau Iégèrement 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 cuitivées répondent toujours à une stimulation à 

I'ATP par une augmentation intense, rapide, et transitoire du Ca-i. Cependant, le 

niveau du Cû*i post-stimulation n'a pu être précisément établi. N é ~ o h ~ ,  

est dair que celui-ci est voisin du niveau de base. 
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Figure 42: Concentration de calOum cytoplasmique en fonction du temps lors de 

la stimulation d'une média vasculaire par l'AIT (ImM) en présence 

de Cab extraceildaire. S'ID: tampon standard avec Caœ. Un tracé 

représentatif de 10. 

4.3.1.2 Riponse en l'absence de Ca" extracelluiaire 

L'augmentation du niveau de C a i  implique l'apport de Ca- 

dans le cytoplasme de la cellule. Ce Ca* peut provenir de deux sources: du milieu 

extracehiaire ou d'organelles de stockage de Ca" inaccessibles au F m - 2  

(principalement le réticulum sarcoplasmique). Afin de déterminer la dépendance 

de i'augmentation du niveau de Ca*i vis-&vis du Ca* extraceIIdaire, des 

stimulations à I'ATP ont été réalisées en i'absence de Ca" extracelluIaire. 



Lors de t e k s  expériences, les médias sont perfusées pendant 5 

minutes avec un tampon de Krebs sans Ca* et en présence de 0.5mM d'EGTA. CE 

traitement enlève toutes traces de Ca- extracellulaire et abaisse visiblement le 

niveau de Ca-i (figure 43). Une stimulation à l'ATP, en absence de Ca- 

extracellulaire, a été réalisée à 14 reprises, dans diverses cor,ditions 

expérimentales, au cours de 10 expériences distinctes. Dans tous les cas, une 

augmentation nette et transitoire du Ca*; a été obsemée. De plus, cet influx 

calcique a été toujours suivi par une baisse, plus ou moins intense, du niveau de 

Ca-i sous le niveau de base pré-stimulation, et par l'établissement, lors 

d'enregistrement suffisamment longs, d'un plateau à ce niveau (figure 44). Pour 5 

des stimulations réalisées dans des conditions idéales, la calibration (une étape 

nécessaire à l'évaluation de Ia concentration réelle de Ca-i ) a été obtenue. Une 

augmentation moyenne de Ca-i de 585 f 523 nm (min./max.: 200 nm à 1500 nm) 

a été observée. Ainsi, il apparaît clairement que la réponse calcique des médias 

cultivées, suite à la stimulation par l'ATP, ne dépend pas entièrement de la 

présence de Ca- extraceUulaire. 

4.3.1.3 «Quench» par le manganèse 

Afin de  mettre en évidence l'entrée du  Ca* extracellulaire lors 

de la stimulation à l'ATP, la technique dite du .rnanganese quendw 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 l'extinction, «quench>>, du Fura-2 Ainsi, 

lorsque le Ca* extracellulaire est remplacé par du Mn" (2.5mM), celui-ci pénètre 

lentement, mais à un rythme constant, dans la cellule et entre en compétition 

avec le Ca" pour le Fura-2 Ceci entraîne l'extinction de ce dernier, ce qui se 

traduit par une baisse linéaire de l'intensité de la lumiere émise («quench*). 



Cette entrée du Mn" ne s'opère pas par les canaux calciques, qui sont fermés, mais 

par perméabilité non spécifique à travers la membrane cellulaire. Au moment de 

la stimulation par l'ATP, s'il y a ouverture de canaux calaques pour permettre 

l'entrée de Ca- extracellulaire, l'entrée de Mn" extracellulaire sera accélérée et 

I'extinction du Fura-2 progressera plus rapidement. 

La figure 45 présente un bel exempIe de I'extinction produite 

par le Mn". À 600s, la média est en absence de Ca* extracellulaire depuis 5 

minutes et le riveau de Ca-i est stable. Le Mn" est ajouté à 660s produisant une 

baisse linéaire de l'intensité de la lumière émise aussi bien par l'excitation à 

350111x1 (trace du haut) que celle à 380nm (tracé du bas). A 8COs, I'ATP est ajoutée 

et produit une élévation transitoire. du Ca*i après quoi l'intensité de la lumière 

émise reprend sa descente héaire. Cette dernière diminution linéaire se fait: 1) 

d a  le prolongement et 2) parallèlement à la baisse observée avant la 

stimulation. Cea 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 même après stimulation par 1'ATP (très légère diminution). En 

conclusion, la tedinique du «mangrnese quenchn n'a pas permis de mettre en 

évidence l'entrée de Ca" extracellulaire lors de la stimulation par 1'ATP. 



. Temps (s) 

Figure 43: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une 

média vaseulaire par I'ATP (ImM) en absence de Ca* extracellulaire. 

STD: tampon standard avec Ca". OCAL: tampon sans Ca* avec 0.5mM 

d'EGTA. Un tracé représentatif de 10. 

Remarques générales: 1) La concentration de Ca-i est proportionnelle 

au rapport de l'intensité lumineuse émise lors de l'excitation à 35Onm 

sur celle émise lors de I'exatation à 38ûnm. 2) Dani ce type 
d'enregistrement, celui-ci est interrompue lors des rinçages dont les 

durées sont indiquées. Le niveau obsemé est celui à la fin de la 

période de Mçage. L'échelie du temps n'est donc pas continue. 



Temps (s) 

Figure 44: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une 

média vasculaire par I'ATP (1mM) en absence de Ca- extraceildaire. 

STD: tampon standard avec Cau. OCAL: tampon sans Ca- avec O.5rnM 

d'EGTA. Un tracé représentatif de 4. 



Temps (s) 

Figure 45: Lurniere 4mise à 510nm en fonction du temps et la longueur d'onde 

d'excitations (350nm = tracé du haut, 380m = tracé du bas) lors de la 

stimulation d'une média reconstruite par I'ATP (1m.M) en présence 

de Mn" extracellulaire. Un tracé représentatif de 2. (Voir le texte pour 

une description d&taillée), 



Le cas du nickel 

Le Ni" est couramment utilisé lors d'expériences sur les flux 

calciques comme bIoqueur non spécifique des canaw calciques. Il a été utilisé afin 

de déterminer si le léger plateau du Ca"i parfois obsen-é après la réponse calcique 

à l'AT', était le résultat d'une entrée de Ca- extracellulaire. 

Lors de 3 expériences distinctes, 5 perfusions au Ni" ( 1 ou 

O.lmM ) on: été réalisées immédiatement après une stiindation a I'ATP. ?i notre 

grand étonnement, lors de toutes les stimulations, le Ni- a produit une forte 

élévation transitoire du Cadi (figure 46). Ce pic calcique est généraIement suivi 

d'une baisse du niveau du Ca*i sous Ie niveau de base et d'une remontée de 

celüiii vers le niveau de base. Ainsi, le traitement au Si-. produit uns éiéva tion 

intense et transitoire du Caf semblable à celle observée lors d'une stimulation à 

I'ATP. Le Ni" se comporte donc, avec les médias cultivées, comme un agoniste 

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

4.3.1.5 Utilisation du Ian thane 

Le La- possède également la propriété de bloquer les canaw 

qui permettent l'entrée du Ca" extracellulaire dans la cellule. Il a été utilisé une 

seule fois pour déterminer si le niveau de Ca"i post-stimulation à l'A- était 

dépendant d'une entrée continue de Ca- extracellulaire. La figure 47 présente 

cette expérience. Suite à la stimulation à I'ATP, un faible plateau du niveau de 

Ca++i post-stimulation est présent. Le La" (0.2mM) est alors ajouté, en présence 

de Ca* extraceilulaire, et une baisse du Ca"i semble survenir. Malheureusement, 

malgré une forte fluorescence, le niveau de base de Ca"i n'est pas stable et les 

résultats obtenus ne sont pas nets. En condusion, cette expérience unique suggère 



que le faible plateau du niveau de Ca-i observé suite à la stimulation à L'ATI 

pourrait être dû à une entrée de Caw extraceiiulaire. 

Temps (s) 

Figure 46: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de ia stimuiation d'une 

média vasculaire par I'ATP (1mM) et le Ni- (ImM). STD: tampon 

standard avec Ca". Un trac6 représentatif de 3. 



Figure 47: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de Ia stimulation d'une 

média vasculaire par I'ATP (ImM) et le La- (0.2rmM). STD: tampon 

standard avec Ca". Un tracé unique. 

Les stocks calciques intrucellulaires et la réponse à I'ATP 

Sensibilité à la caféine 

Puisque Ie rôle du Ca" extracellulaire semble être secondaire 

lors de la réponse calcique suite à la stimulation à I'ATP (voir section 4.3.1.2), la 

source p ~ a p a l e  de Ca* devrait être les stocks calciques retenus dans le réticulum 

sarcoplasmique. Ces stocks sont définis pas leur sensibilité certaines drogues. La 

caféine est un agoniste des canaux calciques du réticulum sarcoplasmique et 

permet donc de vider les stocks calciques sensibles à la café.ine.sn 



Afin de déterminer l'existence de stocks calciques sensibles à la 

caféine, cette demière a été utilisée à une concentration de IOrnM, dans un 

tampon sans Ca* et avec EGTA. Aucun &et n'a été observé au cours des 50s de 

perfusion avec la drogue- Une seconde expérience a éte effectuée, à 25°C au lieu 

de 37°C car la caféine aurait un effet plus marqué à cette température. De plus, le 

temps d'enregistrement a été allongé à ZOOS post-stimulation. Cette expérience 

d o m  les mèmes résultats que la précédente. Lors d'une troisième expérience, la 

perfusion de la caféine, lOmM à =2S°C, a été précédee par une perfusion avec a n  

tampon sans Ca", pendant 5 minutes, afin de mettre en relief le Ca" libéré par la 

caféine. Cependant, !ors de la perfusion à la caféine, seo!e une baisse du CaMi a été 

observée. Cette expérience a été répétée mais, cette fois, l'enregistrement 

post-stimulation a été allongé à 230s consécutives et des lectures après 5,10 et 13 

minutes ont été effectuées (figure 48). Cette expérience confirme toutes celles 

roalisées jusque là et montre que l'absence de réponse n'est pas imputable à des 

limites d'enregistrement. 

En présence de Ca" extracellulaire, une perfusion à la caféine 

(lOmM, 37°C) ne modifie pas l'intensités de la réponse calaques suite à une 

stimulation à I'ATP (figure 49). De plus, cette expérience révèle que la perfusion à 

la caféine cause une baisse du Ca-i lors de la présence de Ca" extracellulaire. 

Toutefois, certains événements inexpliqués au dkbut de cette expérience laissaient 

flotter un doute quant à la qualité de cette obsemation. La perfusion à la caféine 

en présence de Ca" extracellulaire a donc été répétée en fin d'expérience (figure 

49). Celle-ci confirme la baisse de Ca"i lors de la perfusion en présence de Ca" 

extracellulaire. En conchsion, aucun stocks sensibles à la caféine n'ont pu  être 

mis en évidence lors des 5 expériences réalisées à cette fin. 



Temps (s) 

Figure 48: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une 

média vasculaire par la caféines (IûmM). Sm: tampon standard avec 

Ca-. OCAL: tampon s a w  Ca" avec 05mM d'EGTA. Un tracé 

représentatif de 3. 





4.3.2.2 Sensibilité Zi la ryanodine 

La ryanodine est une drogue qui ouvre les mêmes 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 à la 

ryanodinm, (a.ryanoaine çensitiveb~)."Js Dans le but de confirmer ies résultats 

obtenus avec la caféine, quelques expériences ont été réalisées avec la ryanodine. 

Une perfusion de 3 minutes avec 10 FM de ryanodine, en 

l'absence de Ca- extracellulaire, ne modifie pas significativement la réponse 

calaque à l 'An.  Une légère baisse du niveau Ca-i a été observée et pourrait 

simplement être attribuable à I'absence de Ca* extracellulaire. Par contre, lors 

d'une autre expérience, la perfusion à la ryanodine, en présence de Ca- 

extracellulaire, fit a u p e r ,  ter significa tivement le siveau de Cahi et semli ia 

inhiber sérieusement l'augmentation du niveau de Câ*i en réponse à I'ATP. 

Cependant, ce tissu avait subi plusieurs stimulations auparavant et ces 
observations devaient être confirmées. La figure 50 montre qu'une perfusion à la 

ryanodine provoque une augmentation nette du Ca"i en présence de Ca" 

extracellulaire. Ceci confirme les résultats précédents et laisse croire à la présence 

de stocks sensibles à la ryanodine. Cette augmentation du  Ca"i disparaît après 10 

minutes de perfusion ce qui est cohérent avec l'épuisement des stocks sensibles à 

la ryanodine. La média a été alors débarrassée du Ca- extracellulaire (pour éviter 

que les stocks se rechargent) et stimulée à I'ATP (figure 50). La réponse calcique 

produite est nettement moins intense que celle obtenue avant perfusion à la 

ryanodine. De plus, 15 minutes de rinçage avec Ca" extracellulaire, afin de 

recharger les stocks, suivies de 5 minutes de rinçage sans Ca*' extracellulaire, 

permettent à la média de répondre à 1'ATP avec une intensité comparable à celle 

observée avant le traitement à la ryanodine (figure 50). La réponse à la 

bradykinine semble également être sensible A la ryanodine. En conclusion des 

stocks sensibles à la ryanodine semblent bien sollicités lors de la stimulation à 

1'ATP. 





Sensibilité à la thapsigargine 

L a  thapsigargine est un inhibiteur irréversible de la pompe 

calcique du réticulum sarcoplasmique.~6 La sensibilité à cette drogue définit les 

«stocks sensibles à la thapsigargine~. La thapsigargine est uti lwe en suivant la 

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

Trois expériences ont montré que la thapsigarghe (5CLM), en  

l'absence de Ca-. extracellulaire, ne produit aucun effet immédiat (-150s à 200s) 

sur le niveau de Ca-i (figure 51). De plus, deux expériences ont indiqué que, 

malgré le traitement à la thapsigargine, même prolongé, les cellules sont en 

mesure de refaire rapidement, et au moins partiellement, leurs stocks calciques en 

présence de Ca- extracellulaire. Afin de mettre en évidence l'effet de la 

thapsigargine, la figure 51 présente également les résultats obtenus lors d'une 

perfusion prolongée à la thapsigargine (15 minutes), en l'absence de Ca* 

extracellulaire. Ainsi, cette perfusion, précédée par un rinçage de 5 minutes sans 

Ca*- ex tracellulaire, abolit presque complètement la réponse calcique à 1' ATP. 

Cependant, l'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 problème en 

procédant à une perfusion prolongée à la thapsigargine (15 minutes), en présence 

de Ca* extracellulaire, et suivie immédiatement par une perfusion à la 

thapsigargine de 5 minutes, sans Ca" extracellulaire, et enfin, par une stimulation 

à 1'ATP. Ce traitement n'a produit aucune inhibition de la réponse calcique à 

1'ATP. Rappelons toutefois que cette expérience a été réalisée avec un tissu très 

peu réactif. En conclusion, les stocks calciques sensibles à la thapsigargine n'ont 

pu être mis en évidence par les expériences réalisées. 



Figure 51: Rapport 350/380nm en fonction du temps Ion de la stimulation d'une 

média vasculai<e par la thapsigargine (5liM) et à I'ATP (ImhQ. STD: 

tampon standard avec Ca'. OCAL: tampon sans Ca- avec 0.5mM 

d'EGTA. 

4.3.2.4 La réponse calcique au chionire de potassium 

Le KCI ( Z O O M )  est régulièrement utilisé lors de I'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 channelsn), ce qui entraîne une enlrée 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. 

Temps (s) 

Figure 52: Rapport 350/380nm en fonction du temps lors de la stimulation d'une 

média vasculaire par L'ATP (1mM) après une longue perfusion sans 

Ca-. Sm: tampon standard avec Ca*. OCAL: tampon sans Ca- avec 

0.5mM dtEGTA. 

Au cours des nombreuses expériences réalisées, un rinçage de 

5 minutes au KC1 lOOmM a été utilisé à plusieurs reprises dans le but de recharger 

les stocks calciques intracellulaires et, ainsi, de permeMe des réponses calciques 



lors d'une deuxième ou troisième stimdation. R est rapidement devenu évident 

que les médias cultivées ne répondaient pas de fqon classique à ce traitement. E n  

effet, le KCl n'a entrain4 ni une montée fulgurante du Ca*b ni une contraction 

rapide de la média cultivée. En effet, tel que présenté dans le chapitre précédant, 

le KC1 provoque une contraction très importante, et soutenue, des médias 

cultivées mais celle-ci ne sr! développe qu'en plusieurs minutes. Afin de mieux 

comprendre ce phénomgne, les effets du KCl sur le niveau du Ca-i des médias 

cultivées ont été analysés. 

Lors de 8 expériences distinctes, Il stimulations au KCI firent 

i'objet d'un enregistrement permettant d'observer une faible augmentation du 

niveau de CCi. La figure 53 présente les effets du KCI dans des conditions 

optimales (niveau de base stable et enregistrement prolongé). Une faible 

augmentation du Ca-i a pu être observée suite à la stimulation au K I .  Celle-ci 

établit un plateau de l'ordre de 5 h M ,  pendant environ IOOS, qui s'estompe 

progressivement, et qui a disparu après 12 minutes. Cette expérience montre 

aussi qu'en présence continue de KCI le niveau de CaWi reste au niveau de base 

pendant 60 minutes, et que la cellule reste en mesure de répondre normalement à 

une stimulation par 1m.M d ' A T .  Une seconde expérience a confirmé ces 

résultats: plateau d'environ SOnM, retour au niveau de base en moins de 

5 minutes, stabilité du niveau de base jusqu'à 60 minutes et persistance de la 

réponse calcique suite à une stimulation après 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 (lm), qui est un 

bloqueur des canaux calciques dépendants du potentiel, n'a pas influencé pas la 

réponse au KCl lorsqu'elle est ajoutée après la disparition du plateau initial. En 

conclusion, le traitement au KC1 1OOm.M provoque une légère augmentation du 

niveau de Ca: qui retourne au niveau de base en 3 à 5 minutes. 





4.3.2.5 La réponse calcique à la bradykinine 

La bradykinine (BK) a été utilisée à 7 reprises (IOW), au cour! 

de 5 expériences distinctes, et s'est avérée être un agoniste extrêmement puissan 

(figure 54). Celle-ci semble d'ailleurs être plus puissante que I'ATP à ImM. Aprè! 

le pic initial de Ca"j, en présence de Ca* extracellulaire, le niveau de Ca-i étabiii 

un plateau au dessus du niveau de base (figure 55, première stimulation). Pa 

ailleurs, le Ca- extracellulaire semble jouer un rôle mineur dans la réponse 

calcique à la BK; il serait responsable de 20% à 25% de la contraction (figure 53, 

seconde stimulation). En l'absence de Caw extracellulaire, le niveau de Ca'j 

post-stimulation chute sous le niveau de base initial comme cela a été le cas avec 

l'ATP (n=2). En conclusion, la BK est un agoniste très puissant et semble avoir la 

même dé?endance face au Ca" extracellulaire que la réponse calcique générée par 

1'ATP. 







4.4 Discussion 

4.4.2 Le r6le du Ca-- extracellulaire dans la réponse calcique d 

1 'ATP 

Les médias cultivées ont toujours répondu à une stimulation à 

1'ATP par une augmentation intense, rapide et transitoire du Ca"i et ce, en 

présence ou en absence de Ca-extracellulaire. Cependant, au cours des multiples 

expériences réalisées en présence de Ca' extraceIIulaire, le niveau du Ca-i 

post-stimulation n'a pu être établi de façon précise. En effet, compte tenu de 

l'échelle des graphiques, il est parfois malaisé de déterminer si le niveau de Ca*i 

post-stimulation est légèrement inférieur, légèrement 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 = 2200n.M Ca"i), semble donner lieu à un plateau 

équivalent au niveau de base (niveau de base est à 44s) mais cela reste difficile à 

déterminer à la simple observation de ce graphique. Par contre, lors de réponses 

moins fortes, les faibles différences de niveau peuvent être plus facilement 

établies. Ceci dit, il n'est pas certain que de si faibles différences de Ca-i soient 

significatives car il est clair que le niveau du Ca"i post-stimulation reste voisin du 

niveau de base. Lors de futures expériences, il serait intéressant de procéder à 

plusieurs stimulations à l 'Am sur une même 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 être réalisés afin d'établir clairement le comportement d u  

niveau de Ca'-i post-stimulation. Ceci dit, bien qu'il ait été démontré que I'ATP, 

en présence de Ca* extracelIdaire, produit une contraction soutenue des médias 

cultivées (voir chapitre III), cette contraction ne peut s'expliquer par un plateau 

significatif du Ca*i post-stimulation. Cea laisse croire à l'existence de 

mécanismes contractiles extrêmement sensibles au Ca" ou à une persistance de 



l'effet du pic initial du  Ca-i attribuable, par exemple, à l'absence de mécanismes 

de  rétroaction négative, 

Lors d'une stimulation à I'ATP en absence de Ca- 

extracellulaire, les médias cultivées répondent également par une augmentation 

intense, rapide et transitoire du  Ca-i Par ccntre, 1e niveau de Ca"i 

pst-stimulation ne revient pas à des valeurs voisines du niveau de base mais 

s'établit invariablement sous celui-ci. De plus, une comparaison des 

augmentations moyennes de Ca-i (pic initiai) en présence et en absence de Ca- 

extracellulaire suggère une baisse de l'intensité de la r4ponse de I'ordre de 40% 

(993 f 601 n m  vs 585 i: 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- extraceUulaire n'est pas eçsentielie à Ia 

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

Ces résdtats corresponder.t bien aux résultats obtenus sur la 

contractilité des médias en l'absence de Ca- extracellulaire (voir chapitre iII). En 

effet, dans ces conditions, la contraction des médias cultivées est affaiblie et très 

peu soutenue. L'absence de contraction soutenue s'explique bien par une 

diminution significative du niveau de Caei post-stimulation. Cependant, une 

contraction significativement plus faible s'explique mal par une diminution, 

généralement peu importante, d u  pic calcique initial. Néanmoins, étant donné le 

décalage important entre le pic de CaUi (=30s après addition de I'ATP) et la 

contraction maximale des médias cultivées (=300s à 600s après addition de l'ATP), 

il est probable que la chute du Ca-i post-stimulation sous le niveau de base inhibe 

le développement de la contraction qui aurait eu lieu avec un niveau de Ca"i 

normal. En ce qui concerne les récepteurs purinergiques, l'effet marginal de 

l'absence de Ca" extraceIldaire est cohérent avec la présence majoritaire de 

récepteurs de sous-type P2u puisque ceux-ci sollicitent les stocks intracellulaires de 

Ca".m 



4.4.2 L'entrée du Ca- extracellulaire lors de la réponse calcique ri 1 'ATP 

Afin de démontrer l'entrée de Ca* extracellulaire lors de la 

stimulation à I'ATP, trois ions ont été utilisés: le Mn-, le Ni" et le La"-.3i4n6i* 

Tous trois ont la propriété de bloquer non-spécifiquement les canaux calciques 

permettant l'entrge du Ca' extracellulaire dans le cytoplasme cellulaire. La 

méthode du ammgmese quendin a été utilisée avec succès pour demontrer qu'il 

n'y a pas d'entrée du Ca- extracellulaire par des canaux caluques au cours de, o u  

après, la stimulation par l'ATP.610 De plus, le fait que l'augmentation transitoire 

du niveau de Ca-i en réponse à 1'AV 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 Cawi post-stimulation 

en présence et en absence de Ca' extracellulaire, la possibiiité d'une faible entrée 

de Ca- extracellulaire post-stimulation a été étudiée. La méthode du amanganese 

quench» est efficace pour mettre en évidence les influx calciques relativement 

importants, cependant, elle n'est pas assez sensible pour détecter de faibles entrées 

calaques. Par contre, I'ajout d'un bloqueur des canaux calciques après le pic de 

Ca+i 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" et du La-. 

Dam le cas du Ni*, de fortes augmentations du C C i  ont été 

enregistrées lors de I'ajout de celui-ci. Ce phénomène, très surprenant, ne peut 

s'expliquer par un effet du Ni- sur le Fura-2 car cette hypothèse a déjà été écartée 

par des expériences contrôles. Ainsi, le Ni" produit donc réelIement une 

augmentation du Ca"i. En effet, les médias cultivées répondent par de très fortes 

contractions, relativement rapides et bien soutenues, à des doses équivalentes, et 

~ ~ L I S  faibles, de Ni'+ (voir chapitre m). II serait intéressant de réaliser des 

stimulations au Ni" en l'absence de Ca* extracellulaire afin de déterminer si 

l'augmentation de Ca"i observ4e provient d'une entrée de Caw extracellulaire o u  



d'une stimulation des stocks htracelIulaires. De plus, iI 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 à des 

concentrations millimolaires.6ii Dans ce cas, le Mn" pénètre dans la cellule et 

active directement avec les protéines contradiles de la cellule. Étant donné Les 

ressemblances structurales et fonctionneIIes qui existent entre ces deux cations, le 

Ni" pourrait agir par le même mécanisme en p l u  de causer une élévation du 

CCi. 

Dans le cas du La", la seule expérience réalisée suggère 

l'existence d'un faible influx calcique post-stimulation et laisse donc croire à u n  

rôle possible du Ca" exhacellulaire dans le maintien du niveau de Ca-i 

post-stimulation. Pour s'en assurer, ii serait impératif de répéter cette expérience. 

Cette conclusion serait cohérente avec les très faibles contractions obtenues en  

absence de Ca* extracellulaire (chapitre m). 

L'entrée de Ca* extraceildaire lors de la stimulation par I'ATP 

a été décrite pour des cellules musculaires lisses vasculaires en culture.612 Dans ce 

cas, l'entrée de Ca- post-stimulation a été observée en présence continue d' ATP 

mais n'était pas attribuable à 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 

phénomène explique peut-être la persistance des contractions à des niveaux 

globaux de Ca? bas. En effet, la mesure du Ca*i obtenue avec la méthode que 

nous avons utilisée donne une moyenne du Cat'i de plusieurs cellules à la fois. 

Or, les oscillations calciques ne sont visibles que lors de l'observation individuelle 

d'une cellule.6i3 Par ailleurs, les infIux calciques en réponse à la stimulation des 

"cep teurs purinergiques ont été décrits pour cellules musculaires lisses 

vasculaires porcines en culture.309 L'influx calaque de ces cellules, qui etaient 



également très sensibles à l'UTP, ont montré une faible dépendance face au Ca" 

extracellulaire. Par contre, une privation prolongée en Ca" extracellulaire, ou un  

blocage des canaux caiaques, ont mené à l'épuisement des stocks calciques 

cellulaires e t  ont inhibé la réponse calaque. Fait intéressant, le Ni" a été utilisé 

pour bloquer l'entrée de Ca" extracellulaire lors de cette étude. De plus, u n  

inhibiteur des canaux calciques sensibles au potentiel n'a pas inhibé I'entrée de 

Ca* extracellulaire vers les stocks cellulaires. 

Pris dans leur ensemble, tous ces résultats montrent que le Ca- 

extracellulaire ne joue pas un rôle essentiel dans l'augmentation du  niveau de 

Ca*i en réponse à l'ATP. Par contre, celui-ci est essentiel pour le maintien du 

niveau de Cadi post-stimulation qui chute brutalement en l'absence de Ca- 

extracellulaire. Le mécanisme de cette dépendance pourrait être mis en évidence 

par des expériences additionnelles utilisant le La- ou le Co" (un autre bloqueur 

de canaux cakiques).309 Ainsi, l'infiux calcique observé lors de la stimulation par 

SATP provient essentiellement des stocks intracellulaires de Ca-. Ceux-ci 

peuvent être progressivement vider en absence de Can extracellulaire ce qui 

s'accompagne d'une diminution de la réponse calcique. Pour expliquer la 

dépendance du Cû"i post-stimulation face au Ca" extracellulaire, nous avançons 

l'hypothèse que le Ca- exhacellulaire pénètre dans La cellule par un canal calcique 

qui n'est pas sensible au potentiel et qu'il transite par Ies réservoirs calciques 

cellulaires. 

4.4.3 Les stocks de Ca*+ intrncellzr lnires 

Puisqu'il est dair que les stocks calciques intracellulaires sont 

les sources principales de Ca" lors de Ia réponse à SATP, leur caractérisation revêt 

une importance toute particdière. Des stocks sensibles à la caféine n'ont pu être 

mis en évidence malgré Ies différents protocoles utilisés, avec et sans Ca* 



extracellulaire. Par ailleurs, une perfusion à Ia caféine semble entraîner une 

baisse du Ca-i même en présence de Ca- extracellulaire. D'autres expériences 

seraient n&essaires afin de donner un sens a cette observation. 

Afin de confirmer les résultats obtenus avec la caféine, des 

expériences ont été réalisées avec la ryanodine. En présence de Ca-- 

extracellulaire, Ies expériences effectuées présentent des montées nettes du niveau 

de Ca*i en réponse à la ryanodine. De plus, l'influence de la ryanodine sur le 

niveau de Cani semble disparaitre après 10 minutes ce qui correspondrait bien à 

un épuisement des stocks calciques. Ainsi, la ryanodine et la caféine n'auraient 

pas la même activité sur les stocks caiciques des médias cultivées. Ceci est 

surprenant puisque ces deux agonistes activent les mêmes canaux caiaques du 

réticuIum sarcoplasmique.2~~~2~ Ce phénomène pourrait peut-être s'expliquer 

par des modes d'actions différents. 

Par ailleurs, !a sensibilité des stocks calciques à la thapsigargine 

a également été évaluée. Cette drogue est un inhibiteur spécifique irréversible de 

la pompe cakique du réticulum sarcopIasrnique.6O6 Celle-ci assure le chargement 

continu de stocks calciques intracellulaires et participe 2 l'extrusion du Ca"i du 

cytoplasme suite à des élévations du niveau de ce demier.614 Au cours des 

expériences utilisant la thapsigargine, aucun effet immédiat de celle-ci n'a pu être 

mis en évidence, De plus, malgré l'utilisation de plusieurs protocoles différents, 

aucune inhibition de la réponse à 1'ATP n'a &té observee suite à un traitement à la 

thapsigargine. 

En conclusion, des stocks calciques intracellulaires sensibles à la 

ryanodine ont été impliqués dans la réponse calcique des médias cultivées à 

I'ATP. Néanmoins, seulement deux expériences ont été réalisées et des 

expériences complémentaires devront être réalisées afin de confirmer ces 

r6suItats. 



Les flets du chlorure de potassium 

Les nombreuses expériences réalisées avec ie KCI ont démontré 

que celui-ci entraîne une faible montée du Ca-'i (=50nM) qui persiste 2 à 3 minutes 

avant de disparaître complètement en moins de 5 minutes. L'effet du KCI se fait 

théoriquement sur les canaux calciques dépendants du potentiel par 

dépolarisation de la membrane ceMaire. Dans cette optique, les résultats obtenus 

portent à croire qu'il n'y aurait qu'une très faible quantité de canaux calciques 

dépendants du potentiel fonctionnel. De plus, ceux-ci seraient inactivés 

rapidement puisque l'augmentation du CaWi s'estompe en quelques minutes. Ce 

SIpe de désensibilisation a d'ailleurs été décrit pour des cellules musculaires lisses 

vasculaires de rat en p rimocul ture.615 Des études électrophysiologiques ont 

confirmé qu'il s'agissait bien de canaux calciques dépendants du potentiel de type 

L. D'ailleurs, l'absence d'effet de la nitrendipine, loaqu'ajoutée après la 

disparition de la h i l e  montée du Ca*\ suggère l'inactivation de ces canaux. 11 

serait intéressant d'ajouter la nitrendipine 30 minutes avant la perfusion au KC1 

pour vérifier que l'augmentation du Ca-i est bien aitribuable à l'activation de 

canaux calciques dépendants du potentiel. 

Au point de vue contractile, le KCl produit une contraction très 

forte mais qui ne se développe qu'en plusieurs minutes (maximum atteint en 

30-50 minutes). De plus, cette contraction est très soutenue. Ceci ne correspond 

donc pas avec les niveaux de Ca*i observés los  d'une perfusion au KCI. 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'empêche 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 III). Ainsi, les études de 

contractilité et de variation du Ca*i suggèrent que les canaux calciques dépendants 

du potentiel ne sont pas impliqués dans la réponse contradile et probablement 



pas, ou tr6s peu, dans la réponse calcique. D'ailleurs, la disparition des canaux 

calciques dependants du potentiel au cours de la culture des cellules musculaires 

lisses a déjà eté décrite.615 Ainsi, en absence de canaux calaques dépendants du 

potentiel, deux questions se posent. Quel est le mécanisme responsable de 

I'augmentation initiale du Ca++i? Et, comment les médias cultivées peuvent-elles 

contracter tout en restant à des niveaux de Ca+i voisins du niveau de base? 

En ce qui concerne la premiére question, il serait possible que, 

pour des raisons propres a u  médias cultivées, Ia nitrendipine ne puisse inhiber 

correctement les canaux calciques dépendants du potentiel. Des expériences de 

blocages avec d'autres agonistes pourraient confirmer cette hypothese. 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 

l'augmentation du Ca"i est bien le résultat d'une entrée de Ca" extracellulaire par 

des canaux calciques, et non d'un phénomène 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"i est bien causée par une entrée de Ca++ 

extracellulaire. Il pourrait en être autrement car des expériences de contraction 

ont montré que les médias cultivées contractent, en réponse au KCI, même en  

l'absence de Ca" extracellulaire. 

Pour répondre à la seconde question, le KCI pourrait également 

inhiber la déphosphorylation de la chaine légère de la myosine (inhibition d'une 

phosphatase). Ainsi, à un niveau faible et constant de Ca*b il y aurait 

accumulation de la forme activée (phosphorylée) de la chaîne légère de la 

myosine. Ceti produirait une contraction lente et progressive jusqu'au 

maximum de la contraction cellulaire. Par ailleurs, une augmentation du Ca++i 

pourrait également être le résultat d'un blocage des systèmes d'extrusion du Ca++i. 

En effet, il y a une entrée continue du Ca* extracellulaire dans le cytoplasme 

cellulaire qui est constamment compensee par des pompes qui expulsent le Ca*i 



vers I'extkrieur de la cellule ou stockent celui-ci dans les organelles cellulaires. 

Une .inhibition de ces systèmes produirait une augmentation progressive du Ca*+i. 

Cependant, il faudrait que ce blocage soit temporaire pour expliquer le retour du 

Ca"i au niveau de base. A vrai dire, toutes les hypothèses 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"i. 

Quoi qu'il en soit, ces hypothèses en soulévent une autre: la 

très faible élévation du  Ca"i initiale est-elle l'élément déclencheur de la 

contraction cellulaire ou s'agit-il de deux phénomenes indépendants? Les 

expériences menées en l'absence de Ca*' extracellulaire, tel que suggéré plus haut, 

répondront partiellement à cette question. 

Par ailleurs, un traitement au KCl lOOmM vise la dépolarisation 

de la membrane cellulaire mais cette dépolarisation est-elle effective dans le 

modèle de médias cultivées? Il est concevable que les cellules musculaires lisses, 

cultivées in vitro pendant de longues périodes, possèdent des membranes 

hyperpolarisées et que le traitement au KCl ne parvienne pas à les dépolariser 

suffisamment. Des études électrophysiologiques pourraient déterminer la 

véracité de cette hypothèse. 

Enfin, le contact prolongé des medias avec le KCl (60 minutes) 

ne nuit pas à la réponse calcique survenant à la suite d'une stimulation à la BK ou 

à I'ATP. Ceci laisse croire que la contraction soutenue produite par le KCl ne 

porte pas préjudice aux stocks calciques intracellulaires ou, du moins, pas à cew 

stimulés par Z'ATP ou la BK. Ceci est cohérent avec les diverses hypothèses 

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, ii une 

stimulation suppknentaire par 1'AW ou la BK. De telles expériences 



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 modèle s'est révelé un outiI intéressant pour l'étude des 

influx calciques dans les cellules musculaires lisses. De plus, la mesure 

quantitative de l'épifluorescence des cellules musculaires lisses chargées au Fura-2 

s'est avérée une très bonne méthode pour la mesure des variations de la 

concentration du  Ca++i dans notre modèle. En effet, les médias cultivées ont 

produit de très beaux tracés de fortes intensités, stables et dont les variations en 

réponse à des agonistes sont importantes et très nettes. La qualité des réponses 

calciques observées dépassait même celle observée avec des tissus vasculaires 

fraîchement prélevés. La grande qualité des tracés obtenus s'explique peut-être 

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 medias cultivées peuvent être 

utilisées pour des études de contraction, réalisables grâce à un appareillage 

classique, mais elle peuvent aussi être utilisées pour analyser des phénomènes 

plus fins de la réponse cellulaire, en utilisant des appareils à la fine point de la 

technologie. Cette qualité fait de ce modele un outil particulièrement intéressant 

pour la recherche pharmacologique appliquée. Pour cette raison, son procédé de 

fabrication a fait l'objet du brevet am6ricai.n # 08/368,205 qui vous est présenté en 

annexe. 



Chapitre V 

5. Article: «Role of the transfollicular route in 

percutaneous absorption of hydrocortisone: i n  

vitro studies with a new tissue engineered skin 

equivalent with hair». 



5.1 Présentation de l'article 

A première vue, le sujet de ce chapitre peut paraître inopportun 

dans le cadre d'une these 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 à 

la biologie vasculaire, cependant, il s'agit avant tout d'une thèse d'ingénierie 

tissulaire. En effet, ce domaine de recherche s'est affirmé. au cours des 10 

dernières années, comme étant une science à part entière et dont le potentiel est 

de plus en plus reconnu. A ce titre, ce travail de recherche visait autant, sinon 

d'avantage, à développer de nouvelles approches et de nouveaux outils pour la 

construction d'organes in vitro, qu'à 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 

frontières 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 modèle de peau reconstruite mais il ne s'agit là 

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 à une maturation contrôlée, pourrait être réalisée avec une 

variété de types cellulaires. Ainsi, ce nouvel outil apparaît comme étant très 

polyvalent et ne devrait pas être limité au monde du vasculaire. 



5.2 Résumé 

Les appendices de la peau sont considérés comme étant u n  

canal permettant de contourner la barrière créée par le stratum corneum et, ainsi, 

de faciliter l'absorption transcutanée de substances en applications. Cependant, en 

l'absence d'un modèle d'étude satisfaisant, il est difficile d'évaluer l'apport 

respectif de la voie transfollicuiaire et tramépidermique. Nous avons produit, par 

ingénierie tissulaire, un nouvel équivalent cutané et y avons inclus des unités 

pilosébacées complètes. Celui-ci ne contient que des fibroblastes et des 

kératinocytes d'origine humaine (aucun matériel exogène 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'dtrastructure est bien organisée. Les caractéristiques mécaniques de ce tissu ont 

permis d'y inclure des unités pilose3acées. Quatre semaines après 

l'ensemencement de kératinocytes, une membrane basale continue a été observée 

par immunohistochimie et par analyse ultrastnicturale. La différenciation des 

kératinocytes a été établie par l'expression de marqueurs caractéristiques (kératine 

10, filagrine and transglutaminase). Une étude de perméabilité transcutanée a été 

réalisée à l'aide de ce modèle afin dl&valuer I'importance de la voie de 

pénétration transfolliculaire. Aucune période de latence n'a été observée lors de 

la diffusion de l'hydrocortisone et le taux de pénétration a 4té significativement 

augmenté par le présence de poils. Ainsi, l'importance de la voie de pénétration 

transfolliculaire a été établie à l'aide de ce nouvel équivalent cutané entigrement 

humain et biologique. 



5.3 Abstract 

Skin appendages are often considered as channels that bypass 

the stratum corneum barrier and are generally thought to faditate the dermal 

absorption of topical agents. However, the lack of a satisfactory model constitutes a 

major limitation to assess the distinct contributions of the tramepidermal 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 layes 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 

ultrasmidurally organized; collagen IV and VII, component of the 

dermo-epidermal junction, were also expressed. Keratinocytes formed a stratified 

and comified epidermis on the top of this extracellular matrix, and exhibited 

typical marker of differentiation (keratins 10, filaggrin and transglutaminase). W e 

used this new model to assess the role of the transfollicular route in percutaneous 

absorption studies in vitro. No lag-time was obsewed 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. 
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5.4 Introduction 

The most important roIe of the skin is to a& as a barrier, thus 

protecting the whole body h m  the entrance and loss of various substances. 

Nonetheless, percutaneous h g  deiivery is more and more considered as the 

most useful system for long-tem systemic pharmacological therap y. Aside fro m 

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 tramcellular 

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* 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 srnaIl fraction of total body surface area 

that they occupy (O.lO'). Since then, however, their importance as rapid-transit 

"shunt" pathways through the stratum corneum has been assessed by severai 

authors.4~~for SR 3 A study by Scheuplein suggested that transient diffusion 

occurred primarily via hair follides and sweat glands; and steady-state diffusion 

primarily through the stratum corneurn.6 In the case of polar steroids, which 

have a low diffusion constant, shunt diffusion could become predominant, and 

control percutaneoxs absorption not only in the transient period but ako during 

the steady state.7 Different models have been designed to evahate 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.4 Hairless rats 

with full-thickness burns were used to compare the rate of penetration of steroids 

ehrough the scar tissue, in which foilicles and sebaceous glands diçappeared 

during healing, and normal skin.58 Human studies have compared either 



anatomic sites with different hair follicle density (forehead, forearm, and palm)g 

or scar tissue (lacking skin appendages) and normal adjacent skin.10 In aU these in 

vitro and in vivo studies, the rate of penetration of the drug through an 

appendage-free skin was similar or Iower compared to the normal skin. 

However, hairless animals are not reliable rnodels because they still have hair 

follicles. Fur themore, scar s kin lacks some his tological and mechanical 

properties of normal s h .  As for hairless body sites such as palrn and soles, they 

have a much thicker stratum corneum than other anatomical sites. Therefore, 

the lack of a satisfactory mode1 constitutes a major limitation to assess the distinct 

contributions of the transepidermal and transfollidar routes. 

Recent progress in celi culture allowed the production of skin 

equivalents by seeding cdtured keratinocytes upon various substrates such as: 

artificial membranesll, de-epidermized dermisl2, collagen gels, 

chitosan-glycosaminoglycan sponges or nylon meshes populated by 

fibrobIasts.l3-16~for review sec 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 obsemed functional properties qualitatively sirnilar but 

quantitatively more permeable than normal rnouse and human skin.Z1 

However, all these skin equivalent models anly partially reproduce hurnan skin 

since they lack hair follicles, nerves, çebaceous glands, sweat glands and blood 

vessels. 

Hair follicles have been previously cultured in vitro, in an 

organ culture system or on a sponge-supported histoculture.22~23 Their rate of 

growth and hair fiber production were evaluated near to the physiological values, 

and their use for hair dmg targeting or gene therapy have been rep~r ted .~&~S Hair 

follicles have also been used as a source of keratinocytes in a skin equivalent 



rn0del.2~Jo However, none of these models were used to study the role of hair 

follicles in percutaneous absorption. 

In this papes, 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 weiI organized collagenous connective tissue. Aftes 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 s kin 

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 described.31, 32 in 

complete DME-HAM: a combination of Dulbecco-Vogt modification of Eagle's 

medium (DME) with Ham's FI2 in a 3:l proportion (Flow Laboratories, 

Mississauga, Ontario, Canada), supplemented with 24.3 pg/ml adenine (Sigma 

Chemicals, St-Louis, MO), 5 p g / d  insulin (Sigma), 2 x 10-9 M 

3,3',5'triiodo-L-thyronine (Sigma), 5 pg/ml human tram ferrin (Sigma), 0.4 pg/rnl 

hydrocortisone (Calbiochem, La Jolla, CA), 10-10 M cholera toxin (Schwartz/Mann, 

Cleveland, OH), 10% fetal calf senun (Flow Laboratories), 10 n g / d  human 



epidermal growth factor (EGF) (Chiron Corp., Emeryvüle, CA), 100 W/ml 

penicillin G (Sigma) and 25 p g / d  gentamicin sulfate (Scheering Inc, 

PointeClaire, Canada). Fibroblasts were culhued in DME, supplemented with 

10% fetal calf senun and antibiotics. 

Human keratinocytes and dermal fibroblasts were ob tained 

from normal adult skin specimens removed during reductive breast surgery. 

Keratinocytes were isolated and cultured as previously described.17 Briefiy, for ceii 

isolation, skin fragments were digested with 500 pg /d  themolysin (Sigma) for 2 

h at  37OC.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 Biodiemical, Montreal, Canada)) containing 

0.01% EDTA (Becker Chernical Co., Philisburg, NJ). Celk were seeded at 1 x IO6 

keratinocytes/cm2 on a lethally irradiated 3T3 fibroblasts feeder layer in the 

complete medium and cultured as previously described.33832 Keratinocytes were 

used at their 3rd passage. 

Human fibroblasts were obtained from dermal skin biopsies 

and cultured as previously described.17 CeUs were used between their 4th and sth 
passage. 

AU cultures were incubated at 37OC in a 8% Ca air atmosphere 

and culture media were dianged 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 containhg 50 p g / d  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 amhoring ring for an other 

week of culture. 

5.5.2.2 Hair insertion 

Human vellus hair follicles were obtained from normal add t  

skin specirnens removed during reductive breast surgery. Srnall skin fragments 

with hair follicles were digested with 500 pg/ml thennolysin at 4OC overnight. 

Then, the epidermis with the hair folficles was mechanically separated from the 

demis 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 extraceilular rnatrix. 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. 



5.5.3 Skin equivalent production 

After a week of derrnal equivdent maturation, human 

keratinocytes were seeded at a density of 2 x 10s cells/cm2 in keratinocyte complete 

medium. They reached confiuence after 8 days of submerged culture and were 

then raised at the air-liquid interface. Complete DME-HAM with 5% serum, 50 

pg/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 

( K T  compound, Miles inc., Elkhart, IN), frozen in liquid nitrogen and stored at 

-70°C until use. Indirect immunofluorescence assay was performed o n  

acetone-fixed (10 min at -20°C) cryosections (4 mM thick) as previousiy 

reported.34132 Sections were incubated with mouse monoclonals anti-human 

transglutaminase, anti-human filaggrin (BTI, Stoughton, MA), anti-human KI0 

(clone k8.60, Sigma) for 45 min, and then with rhodamine-conjugated goat 

anti-mouse I&-IgM (Chernicon, 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. 



5.5.6 Transmission elect ron 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 

diffuçion ce11 technique as previously described.ziJsJ6 Briefly, sarnples were 

clamped tightly between the two glas chambers of the diffusion cell (FDC-100 

Standard, 0.63 cm2 surface area, "O"-ring (Crown Glass, Somerville, NJ)), and 100 

pI of 3~-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 NaCI). At selected intervals (Ih, 

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 37OC with a 

water jacket. Scintillation fluid (ScintisafeTM 30% Fischer Scientific) was added to 

a fraction of the eluate, and radioactivity determined with a scintillation counter 

(Bedunan LS 6000 SC, Beckmann Inc, Fullerton CA). 



5.6.1 Macroscopic and microscopie maluation 

The dermal component of the equivalent displayed a 

rernarkably " tissue-like" appearance and texture. Once seeded with kera tinocytes 

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" finnness 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 immunohistochemisty 

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 coilagen IV were strongly 

stained at the dermal-epidermal junction whereas type VI1 collagen, an anchoring 

fiber protein, showed a continuous but speckled staining. Uninterrupted 

expression along the basernent 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 



comified ceUs.for * 3' Its expression in the skin equivalents was strong in 

the stratum corneum, and a grandar pattern was observed in the upper part of 

the stratum granulosum (Figure 58E). Tramglutaminase is an enzyme activated 

at the traz~~itional zone between the granula 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 Iayer of 

skin equivalents (Figure 58F). Keratin 10, a marker for epidermal differentiationlg 

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 (~270) . Hematoxylin & 

Eosin stain of a frozen section (A). Part of the stratum comeum was 

lost during processing. hmunos taining for basement membrane 

components: Note the expression of laminin (B), type IV collagen (C), 

and type W collagen (D) expressed al1 along the dermal-epidermal 

junction. Immunostaining of markers for keratinocyte 

differentiation: filaggrin (E) is restricted to the granuiar and comified 

layers whereas transglutaminase O and keratin 10 (G) are expressed 

in al i  suprabasal epidermal ceii layers. Control stains (conjugate only) 

showed spotted background in the dermal area (H). 





Immunostaining of the hair follicle shows a continuous 

expression of basement membrane proteins at the follicdar-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 &O suggests a strong attachment 

of the appendage to its new environment as observed on Figure 59A. 

Immunos taining of the differentiation markers also Mica  ted good kera tinocy te 

adaptation as Hilaggrin (Figure 59E) expression was highly restrïcted to the 

granula and comified layer whereas transglutaminase (Figure 59F) and keratin 10 

(Figure 59G) are still expressed in all suprabasal epidermal cell Iayers. These stains 

confirm conserved keratinocyte polarity in the culhired hair follicle even after X 

days in culture. 

Figure 57 (next page): Histology and hmunohistology of the hair follicle 

wi thin matured s kin equivalent at 21 days (cross sections; x135). 

Hematoxyiin & Eosin stain of a frozen section (A). Immunostaining 

for basement membrane components: Note the eontinuous 

expression of laminin (B), type IV collagen (C), and type VI1 collagen 

(D) along the folliele-demis junction. Immunostaining of markers 

for keratinocyte differentiaiion: strong filaggrin (E) expression is 

restrïcted to the granular and comified Iayers whereas 

transglutaminase (F) and keratin 10 (G) are expressed in al1 suprabasal 

epidermal cell layen. Control stahs (conjugate only) showed weak 

background in the dermal area (H). 





5.6.3 Ultrastructural analysiç 

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 a well developed intermediate filament network 

around the nucleus (data not shown). After 2 weeks at the air-iiquid interface, 

hemidesmosomes were already present dong the cytoplasrnic membrane of the 

basal cells and the basement membrane was discontuiuously 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 hemidesmosornes (Figure 608) 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, ninning across 

the lamina lucida (Figure 6OA,B). Anchoring fibrils looped d o m  from the 

lamina densa, and some of these terrninated in anchoring plaques (Figure 6OB). 

The dennal 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 demis in viv0.38 They were surrounded by a 

vast network of parailel 10-12 n m  elastin-associated microfibers (Figure 60C).39 



Figure 58: Ultrastructural organization of the dermal-epidemal junction. 

Numerous hemidesmosomes (arrow heads) are present along the 

continuous basement membrane (A; x3û4û0); keratin intermediate filaments are 

attached to the dense plaque of the hemidesmosomes at the periphery of the basal 

keraünocytes (B; ~48000). Note the presence of anchoring filaments coursing fro rn 

the hemidesmosomes through the lamina lucida to the lamina densa. Anchoring 

fibrils (arrow heads) are dearly seen extending into the dermis. Some of these 

terminate in an a n c h o ~ g  plaque (large arrow heads). Bundles of parallel 

collagen fibers (C; ~$1500) are oriented in various directions and associated with a 

parallel microfibd 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 cellç, as previously described.21.36 As shown in  

Figure 61, the skin equivalents with hair were more permeable to hydrocortisone 

compared to the one without hair. No Iag-tirne was obsenred with hairy skin 

equivalent and 70% of the hydrocortisone had diffused through the sarnples after 

8 h. As expected, a lag-tirne was obçerved in the diffusion of the hydrocortisone 

through the skin equivalent without hair and o d y  20% of the drug was found in 

the receiver cornpartment afier 8 h. In ail cases, the rate of penetration of hairless 

mouse and normal human skin were found similar to Our previous re~ul t s -~ l  

5.7 Discussion 

Recent reports have suggested that, in addition to the 

transepidermal route, hair follicles and sebaceouç glands can contribute 

significantly to transepidermal delivery.4-6tfor re"ew 3 However, fo llicular 

delivery studies were limited by the absence of a model weii suited for 

perrneability experirnents. Our study describes a complete human skin equivalent 

model produced exclusively from cutaneous c e h  without any exogenous 

material, nor biological or synthetic. It eexhibited histological, 

immunohistological, and ultrastructural properties similar to normal human 

skin. Furthennore, 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 mode1 allowed us to clearly dernonstrate 

the direct importance of hair fo11icle in in vitro percutaneous absorption of 

hydrocortisone. 



Chapitre VI 

6 .  Conclusion générale 



Figure 59: Influence of the transfollicular pathway on hydrocortisone in rit ro 

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) f SD. 

In our new model, human addt dermal fibroblasts were 

cultured in monolayer with ascorbic acid. & previously described, ascorbic acid 

increases procollagen mRNA synthesis in human and mouse fibroblasts.4Q~i II 

allows the post-translational hydroxylation of lysine and proline, Ieading to the 

efficient collagen helix formation and secretion of couagen from the ceL428*3 This 

property was already used by Naughton et a l .  in a three-dimensional cultrue of 

Cibroblasts using a nylon mesh. Our modd does not have any synthetic material. 

After 35 to 42 days of fibroblast monoIayer culture, the sheet formed at the bottom 



of the dish can be easüy peeled off, and 2 to 4 layers can be superposed, insuring a 

thidc dermal equivalent for keratinocytes and hair follicles. This demonstrates 

that the fibroblasts do not need a three-dimensional culture system to form a 

complex extsacellular matrix. The various extracellular rnatrix components (type 

1, II and IV collagens, elastin, laminin, etc.) origuiated only from the endogenous 

secretion ar.d accurnul~tion by human fibr~bizts. TIierefore, this matrix is 

entirely composed of human proteins assembIed according to the ceIl's need. Tt 

exhibits some properties dose to the human dermis. Indeed, laminin, collagen IV 

and collagen W were strongiy expressed at the dermo-epidermal junction. As 

revealed by ultrastructural morphology, the abundant collagen fibers exhibited 

f i i d  periodicity and were organized in bundles, as observed in human 

dermis.38 Moreover, a large number of miuofibrils seen as single uni& or in 

bundles intermingled with collagen fibrils in a pardel fashion. As demonstrated 

by L'Heureux et. al (subrnitted), this in vitro extracellular matrix &O contains 

elastin, a significant component of the dermis usually absent from the coIIagen 

gels and other dermal equivalent. This endows elastic properties to the dermal 

equivalent, one of the most im~ortant mechanical properties of the dermis. 

development of 

observed at the 

One of the most interesting 

a continuous basal lamina 

dermo-epidermal junction. 

aspect of this new mode1 is the 

and numerous anchoring zone 

A complete lamina densa was 

observed after 4 weeks of CO-culture, one week eariier than previously reported by 

Contard et al.is The basal lamina was separated from the basal keratinocytes by a 

dear and distinct lamina lucida. Hemidesmosomes were present ali dong the 

basal surface of the keratinocytes and were connected with keratin intermediate 

filaments. Anchoring filaments extend from the hemidesmosomes to the lamina 

densa, ninning aaoss 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 Iattice, they 

proliferated, differentiated at the air-Iiquid interface, and gave rise to a stratified 

and comified epidermis. Keratin 10, transglutaminase, as well as fiIaggrin were 

expressed in the suprabasal Iayers. Therefore, matured skin equivalents featured a 

weU stratified epidermis and expressed phenotypic differentiation markers 

cbserved in noma! hurnan skin. 

Although tissue engineering and cell culture have given rise to 

various skin equivalent modek, none of these contains hair follicles. Hair 

foilides have been used as a new source of epidermal keratinocytes avoiding skin 

biopsies.45 Indeed, ce& from the outer root sheath are known for their extensive 

proliferation potential and a subpopdation located in the bdge area are found 

with stem cell properties.46-50 In organotypic cocultures with human dermal 

fibroblasts, these c e k  develop a stratified epitheiium rerniniscen t of regenera ting 

appendage-free epidermis.2931 In other respects, hair foude have been cultured 

in aitro, in dishes or in an histocuiture system, to evduate the influence of 

different growth factors and cytokines on their growth rate. 22,26830 These models 

were optimized for hair follicle s u e s  but did not indude the sebaceous gland 

attached to the outer root sheet. In o u  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 

mode1 allows the clean insertion of the pilosebaceous unit between two sheets of 

fibroblasts, hence surroundhg it with natural extracellular mahix, as in human 

demis. The shape of the hair follicle remained stable for at least 5 weeks in 

culture, and did not degenerate. 

This skin equivalent with hair follides allowed us to address 

the question of the rde of skin appendages in percutaneouç 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 f o k e s  was higher compared to the control with 

only interfoiiicular epidermis. Interestingly, no hg-time was observed when hair 

folllchs were inserted in the skin equivdents, confirming the mathematical 

analysis of Scheuplein.7 Previous in vitro or in vivo studies with human or 

animai skin lead to the same conclusion, implicating the hair follicles as 

imp~rtant enhancer of the rate of penetration of large moleculos. However, the 

comparison was always made between two types of skins in which the presence of 

hair follicles was not the only variable, Le. scar and normal skin, hairless mouse 

strains with different hair density, or paIm and abdominal skin. Our direct 

comparison between skin equivalents with or without hair follicles clearly 

indicateç the importance of this appendage in the percutaneous absor+on of 

hydrocortisone. Therefore, this in vitro mode1 axertain the significance of 

follicuiar delivery. It could be very useful in the understanding of the control 

rnedxmisrns which govern the transfollicular pathway, and accelerate the design 

of hair foKcle-specific dmg delivery system, specificdy for several dermatological 

abnonnalities. 
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Chapitre VI 

6. Conclusion générale 



Condusion générale 

Dans Ie chapitre II, nous avons vu que notre modèle de 

vaisseau sanguin humain, produit par ingénierie tissulaire, possède toutes les 

caractéristiques fondamentales d'un greffon vasculaire: résistance mécanique, 

suturabiiité et antithrobogénicité. La prochaine étape de validation de ce greffon 

est son utilisation chez l'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 être établies à partir de tissus obtenus 

d'un même individu. En effet, puisqu'il n'existe pas de lignés s).ngé,niques de 

gros animaux de laboratoire (chien ou cochon), ces expériences devront être 

réalisées sur une base individuelle. Ceci complexifie sigrdicativernent le 

protocole expérimental mais cela s'avérera une très bonne, et nécessaire, 

évaluation de I'éventude faisabilité clinique de la méthode. 

Dans un contexte autologue, un endothélium pourra être établi 

à la surface interne du vaisseau ce qui devrait diminuer les problèmes de 

thrombose précoce rencontrés lors de notre premier essai in vivo. Cependant, 

I'antithrombogénicité du greffon endothélialisé dépendra de la persistance des 

cellules endothéliales aprPs la greffe. Dans le cas des prothèses synthétiques 

endothéliaiisées, nous avons vu que la perte de cellules endothéliales après la 

greffe a été un problème important qui a vraisemblablement été la raison pour 

laquelle cette technique n'a pas montré les avantages escomptés Iors des essais 

cliniques. L'équipe de Zilla a établi que l'utilisation d'une matrice bioIogique 

tapissant l'intérieur de la prothèse synthétique, associée à une période de culture 

in vitro prolongée, permet à l'endothélium de s'organiser afin de résister aux 

forces de cisaillement rencontrées in vivo.lo8e476 Cette équipe a d'ailleurs présenté 

des résuitab diniques confirmant l'efficaaté de cette approche.5*4n Dans notre 

cas, les cellules endothéliales reposent sur une matrice biologique qui contient du 

collaghe N, une composante naturelle de leur membrane b a ~ a l e . 3 m ~ : ~ ~ ~  De 



plus, notre modèle se prête parfaitement à la culture prolongée des cellules avant 

Ifimplantation in oioo. Ainsi, d'après les résultats de ZUa et collaborateurs, il est 

probabIe que les ceIIdes endothéliales de notre modèle résistent bien au flot 

sanguin. Enfin, Ifapplication graduelle de forces de cisaillement in oitro, dans le 

but de conditionner les cellules endothéliales, peut aussi être envisagée afin 

d'aüper. ter leru persistace après la g e i f e . a  

Outre la thrombose précoce, la dilatation anémismale est l'autre 

problème auquel semblent confroni6es les prothèses caractère b i ~ l o g i q u e - ~ a ~ ~ ~ ~ ~  

~8#49*~3i952i3~329#535-338 À ce point de vue, deux caradéristiques de notre modèle 

sont importantes: la viabilité cellulaire et ie caractère naturel de la matrice 

biologique. En effet, la présence de cellules vivantes permet d'espérer que celles-ci 

pourront, grâce à leurs capaatés svnthétiques, maintenir l'intégrité de la matrice 

biologique (coilagène et éiastuie) au cous du remodelage du greffon dans les mois 

suivant son implantation. Pour sa part, l'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 être 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 à I'interface biomatériau/ tissu qui pourraient être à l'origine de 

l'hyperplasie intimale, une cause tardive de sténose.4*o Ainsi, notre modèle 

possède certains avantages, par rapport aux autres prothèses vasculaires à caractère 

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

L'originalité de notre modèle rend sa comparaison avec d'autres 

pro thèses difficile. Cependant, sa nature autologue, biologique et vivante font 

penser au modèle de Sparks.Sz Or, celui-ci a présenté de sérieux problèmes de 

dilatation anévrismales.533535-538 Une différence entre notre modèle et celui de 

Sparks est l'absence d'élastine dans ce demier.533 Notre modele serait donc 



peut-étre plus apte à résister aux contraintes mécaniques à long terme. De plus 

puisque notre modele est endothéliaiisé et qu'il ne contient pas de matricé 

synthétique, il produira probablement une r6action infiammatoire moim 

importante. Enfin, le modèle de Sparks est en fait une cicatrice de forme 

tubulaire. Or, le tissu cicatriciel présente une structure peu organisée qui persiste 

pendant plujieurs mois. Xotre modi.le étant produit par une mttnoae 

complètement différente, iI est possible que sa composition ainsi que son 

organisation soit significativement diffgrentes et que cela se reflète sur son 

comportement in vivo. 

Par ailleurs, le modèle de Lantz et coUaborateurs, produit à 

partir de sous-muqueuse intestinale,.partage son caractere entièrement biologique 

avec notre modèIe.j~~74-578 Ici encore, la structure des tissus est très différente. 

Néanmoins, les bons résultats obtenus avec cette prothèse laissent croire que 

l'implantation d'un tissu entiiirement biologique autologue, non modifié, peut 

conduire à l'intégration totale de la greffe et à sa stabilité à long terme. En effet, les 

problèmes de thrombose précoce de ce greffon non endothélialisé ont pu être 

contrôlés à l'aide d'une thérapie anticoagulante, tandis que les problèmes 

d'anévrismes ont pu être éliminés par L'utilisation d'une méthode de production 

plus rigoureuse. Cependant, le modèle de Lantz semble se diriger vers une 

utilisation dans un contexte xénogénique étant donné la variabilité inter-espèces 

qui rend impossible la production de ce greffon à partir de sous-muqueuse 

intestinale de nombreuses espèces, dont 1'homme.Sn Dans un contexte 

xénogénique, il n'est pas certain que ce modèle présente d'aussi bons résultats 

étant donné l'absence de cellules vivantes et les problèmes d'anévrismes 

rencontrés lors de l'implantation de tissus vasculaires xénogéniques (même 

acellulaires).392 Pour l'instant, des réçultats à long terme ne sont pas disponibles 

pour les modèles xénogéniques. 



Un autre aspect important considérer lorsque l'on anticipe le 

comportement d'un greffon après sa greffe est la survie celiulaire. Dans le cas 

d'un greffon artériel, un apport de nutriments et d'oxygène 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'oq-gibe à partir d u  lumen ou de la circulation piripiiériq~e. Ainsi, 

l'apparition d'un vasa vasorum permettrait une meilleure survie des cellules de 

l'adventice. Étant donné la grande facilité avec laquelle les matrices biologiques 

sont envahies par des capillaires lors de leur implantation in uioo, il est probable 

qu'un n6o-uusa vasorum puisse être observé peu de temps après 

l'implantation.616 

Dans le cas de succès de la greffe vasculaire et de survie 

cellulaire satisfaisante, ce modèle pourrait être utilisé comme véhicule de cellules 

autologues transfectées exprimants une protbine d'intérêt thérapeutique. En effet, 

la thérapie génique à l'aide de cette technique, et utilisant des cellules autologues, 

permettrait une application thérapeutique à long terme. De plus, cette approche 

assure une grande accessibilité à la circulation sanguine et implique une 

transfection in vitra permettant ainsi un meilleur contrôle de qualité et d'éviter 

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

Dans les chapitres Iii et IV, la média vasculaire, produite par la 

nouvelle technique d'ingénierie tissulaire présentée au chapitre 1, a été utilisée 

comme modèle pharmacologique pour l'étude du comportement contractile des 

ceildes musculaires lisses. Ce nouveau modèle est unique car il est le premier 

modèle produit à partir de cellules musculaires lisses cultivées qui permet: 1) son 

utilisation à la place de vaisseaux animaux ou humains dans des bains d'organes 

iso16s classiques pour des études de contraction, 2) d'observer la contraction de 

cellules musculaires lisses cultivées d'origine humaine. Ce modèle de contraction 

a et6 utiiisd dans une étude pharmacologique des rkcepteurs purinergiques. De 



plus, celui-ci s'est également révélé être un bon outil de recherche dans le 

domaine des MUX calciques dans Ies cellules musculaires iisses en réponse à des 

agonistes vasoactifs. Les résultats présentés dans cette thèse montrent que la 

mkdia cultivée nécessitera une caractérisation plus poussée afin de déterminer 

quels aspects de la réprime contractile et calcique sont adéquatement représentés 

dans ce modèle. Ce~enciant, les comportements surprenants observés au cours 

des diverses études utilisant ce modae ne devraient pas être écartée comme étant 

sans inter&. Au contraire, un modèle in vitro peut parfois permettre de 

découvrir des phénomènes qui sont masqués in viao. Ainsi, tels que de 

nombreuses lignées de celluIes immortalisées, un modèle in vitro offre la 

possibilité d'étudier certains phénomènes dans des conditions contrôlées, bien que 

pas nécessairement physiologiques."lJ33~ 335 

De nos jours, le coût de production est un facteur important qui 

déterminera l'utilisation d'un greffon vasculaire ou d'un modèle in oifro. Ainsi, 

il est important de préciser que les protocoIes utilisés n'ont pas été optimisés dans 

Ie but de raccourcir les temps de culture au minimum ou de réduire la 

consommation de s é m  animale lors de la culture. Ces considérations devront 

néanmoins être attentivement analysées afin de valoriser ces découvertes. C'est 

dans cet optique qu'un brevet a été déposé pour protéger cette nouvelle 

technologie. Certains facteurs pourront également influencer la «valeur» de ces 

nouveaux modèles. Par exemple, le niveau futur des restrictions concernant 

l'utilisation des animaux de laboratoire, imposées par les gouvernements et 

l'opinion publique, sera un facteur important pour l'utilisation de modèle i n  

nitro. Par ailleurs, les craintes souievées par Ies dangers d'infection virale lors de 

greffes de tissus allogéniques ou xénogéniques favorisent une approche 

autologue, même coûteuse, aux problsmes associés au remplacement d'organe. 

Enfin, les réactions de l'organisme aux biomatériaux synthétiques sont devenus 

une préoccupation plus importante depuis les rdcents événements Ziés aux 

implants mammaires. 



La production d'un équivalent cutané, à partir de la technique 

de base mise au point pour la production d'un vaisseau sanguin, montre bien à 

quelle point cette nouvelle méthode est polyvalente. Elle permet de produire des 

tissus ayant une structure tissulaire dont les propriétés physiologiques ont 

pernises dépasser les limites actuelles de l'ingénierie tiss-daire: la cons triic t i w  

d'un vaisseau sanguin entierexnent biologique doté d'un résistance mbcaniques 

supra-physiologique, la production d'une média vasculaire permettant à des 

ceIldes musculaires lisses humaines cultivées d'exprimer un phénotype 

réellement contractile et l'élaboration d'un équivalent dermo-épidermique 

entierement biologique dont les qualités ultrastiucturales sont insurpassées in 

vitro. En condusion, les appiications en ingénierie tissulaire de cette nouvelle 

technologie semblent innombrables et d'autres modèles organes pourront bientôt 

profiter de cette approche simple mais innovatrice- 
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Annexe 1 

8. Brevet: «Production of a Contractile 

Smooth Muscle» 



Résumé 

Une structure de cellules muscdaires 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 endogène formée par les cellules musculaires lisses, où la  

structure de cellules musculaires lisses concerve la capacité de contracter en 

réponse à des agonistes vasoactik. La structure de cellules musculaires Iisses peut 

être produite sous forme tubulaire et peut être utilisée afin d'évaluer les réponses 

contractiles des cellules musculaires lisses à l'aide d'appareils dassiques de 

pharmacologie vasculaire. 



Abstract 

A contractile smooth muscle c d  construa and a method for 

preparing the smooth muscle cell construct are described. The smooth muscle ceii 

construct is comprised of (i) smooth muscle ceils that have been cultured in oilro 

under conditions to allow the formation of a sheet of smooth muscle ce& and (ii) 

an endogenous fibrous ma& formed by the smooth muscle cells, wherein the 

smooth muscle cell constnict re& the abilify to contract in response to 

vasoactive agonists. The smooth muscle ceil construct may be prepared in planar 

or tubdar for and c m  lx used to study or evaluate the contractde responses of 

smooth muscle ceiis. 

INVENTORS: Nicolas L'Heureux, Lucie Germain and 

François A. Auger. 

AFFILIATION: Laboratoire d' Angiogénèse 

Expérimentale/LOEX, Hôpital 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 tluee-dimensional 

preparation of a smooth muscle ce11 constnict which contracts as a whole tissue in 

response to physiological stimuli. This smooth muscle construa has numerous 

applications including pharmacologicai testing, organ modeiling for research 

purposes and vascular prosthesis development. 

Background of the invention 

When v d a r  smooth musde ceils are cuitured, in vitro, they 

lose their contractile response to vasocontractile substances. Thiç phenotypic 

modulation greatly limits vascular medical research to animal and animal orpan 

experimentation, especiaily in such fields as  hypertension. 'Gtrhile some indirect 

information c m  be obtained from non-contracting smooth muscle cell cultures, 

results of such experirnents must be carehliy interpreted. Furthermore, even 

though it is possible to obtain contractile smooth muscle cells in vitro, if they are 

freshly isolated (primocdture), this technique iç limited by the number of cells 

obtainable and dinically avaiIable human tissue. 

The various methods desaibed, up untii now, tu evaluate 

contractde responses of smooth muscle cell cultures have three common and 

serious weaknesses, 1) the cells are on non-physiological substrats, 2) quantitative 

evaluation of contraction forces are not possible, and 3) quantitative assessrnent of 

contraction is made on a "single-ceii-basisn (although numerous ceils can be 

studied concurrently) and therefore, does not necessariiy provide information o n  

a "tissue basis" response. Recently, some two-dimensional sub-cultures of 

non-vasmlar animal smooth muscle cells have shown limited contractile 



responses to appropriate stimulants. Nevertheless, human sub-cultured smoo th 

muscle ceE ccmtraction in partida ce& of vascular origin, has yet to be 

demonstrated- 

Conçequently there is a need to develop a smooth muscle cell 

constnict that can be useful as an in ititro replica of smooth muscle responses in 

vivo. 

Summary of the invention 

The present inve~kon provides a contractile çrnooth muscle 

cell construct comprised of (i) smooth muxle cells that have been cultured i n  

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 musde celi consmict r e m  the ability to contract in 

response to vasoactive agonists. In one embodiment the smooth muscle ceIl 

constnict 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 

agonis&. Thus, this invention aUows the quantitative investigation of isornetric 

contractile forces generated by pure populations of cultured, or sub-cultured, 

human vascular smooth muscle ce&, 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 ceIl constnict said method comprising, 

(a) culturing the smooth muscle cek in a culture vessel 

with a culture medium that enhances the synthesis of a fibrous mat* by the cells; 



b) maintainhg the cells in culture und the cells adhere to 

the culture vessel, become confluent and form a cell sheet, and 

C) aUowing the ceU sheet tu spontaneously detach or 

detaching the ceU sheet from a culture vessel. The cell sheet c m  be detached 

using various means such as enzymatic or medianical detachment. 

The method can also indude an additional step (d) wherein 

said ceU sheet is rolled around a tubular support to produce a tubular ce11 

constntct. 

Brief description of the drawings 

Figure 60 A-E is a schematic diagram showing the preparation 

of a tubular living tissue constma 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 £3 is a dose-response curve showing the contraction of 

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

Detailed descnp tion of the invention 

It has been determined that cells of mesenchymal origin (such 

as smooth muscle cells and fibroblasts) wiU grow as a multilayer of cells 

intertwined in an extracelMar matnx (e.g. collagen) synthesized by the c e k  

themselves. When these c e b  are cultured in the presence of ascorbic acid, they 



reach confluence faster and the proportion of the collagenous component of the 

above-mentioned CuItures increases drastically. If these ce& are maintained in 

culture several days past confluence, cells and matrix WU detadi as a whole from 

the cultures substratum, thus creating a sheet of living cells in a collagenous 

matrix of endogenous origùl 

The spontaneous detadunent of such living sheet is achieved 

by enhancing collagen (or other matrix protein) synthesis or assembly in the ce11 

culture. Detachment may also be induded by Iowering the strength of the ceU to 

substratum junction, for example by lowering substratum adhesiveness, by using 

proteolytic enzymes or by ushg mechanical force. 

Once a sheet of living tissue is obtained, it can be roUed 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 ceII culture 

conditions, it will adhere to itself reelatively fïrmiy and will stay in its tubular 

fom, 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 cm be 

slid off its tubular support to provide the basic scaffold for the construction of a 

more complex tissue culture system. For example, endothelial cek  can be seeded 

on the inner surface of a tubular tissue made of srnooth muscle cells, hence 

producing a basic blood vesse1 constnict or prosthesis. Such a tubular tissue 

prosthesis can be useful in tissue transplantation as it cm be made from the cells 

of the graft recipient, thus drcumventing immunological rejection of the 

prosthesis. Furthemore, the tubular tissue can be roiled up in a similarly 

produced sheet to obtain a two layer tub* iining tissue consmict. Cells which 

form the second layer can be of identical nature to the cells of the first layer to 



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 celI-ce11 interactions. 

To study smooth muscle ceU contraction, the tubular tissue, 

made of smooth muscle ceils, is slid off its tubular support and cut in annulas 

sections of desired width. Xltematively, the amular sections may be eut before 

the tubular tissue is siid off the support. Çuch an annuiar section can be mounted 

on an isomehic force txansducer, whiist in an organ culture bath, and submitted 

to a basal tension. Stimulations can be camed on by injecting vasoactive 

substances in the bath and recording the contractile response through the 

kansducer output. This technique is well established and this invention cm be a 

substitute for animal blood vessels which are normally used as contrade tissue. 

h a m ~ b  . 1: Pre~ara on of Contrac le Smooth Muscle Ce11 Sheet 

The following example desaibes one method for preparing a 

contractile tubular tissue made of srnooth 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 

c m  be made to the method without departing from the scope and spirit of the 

invention. 

Typically, 750,000 viable sub-cultured human smooth muscle 

ceils (passages 3-7) are seeded in a standard 75 cm2 culture dish for a final seeding 

density of 104 cells/cm2. Ceiis are fed with 20ml of culture medium (3:l mixture 

of Dulbecco's Modification of Eagle's Medium and Ham's FI2 Modified Medium, 

10% Fetai Clone II from Hydone, 100 U / d  of penicillin G and 25pg/ml of 

gentamich). n i e  culture medium is dianged every day. A freshly prepared 



solution of ascorbic acid is added every day to the culture medium at a final 

concentration of 100ug/mI. Cells are kept in a humidified atmosphere (92% air 

and 8% C02). 

Under the above-mentioned culture conditions, the cells wiU 

adhere to the culture surface and prouerate until the entire culture surface is 

covered with ce& (confluence). if culture conditions are maintained, the ceus 

will grow as a mdtilayer of celis and endogenous fibrous material. If culture is 

prolonged for several additional davs, this fibrous tissue rvill show signs of 

detadunent from the culture substratum and WU spontaneously cornpletely 

detach itseIf, as a whole, from the substratum. Omitting the ascorbic aud may lead 

to a longer culture period before detadunent and will not produce a cohesive 

single sheet but rather numerous irregular masses of agglomerated cells. The 

complete process of spontaneous tissue detadunent is a swift and sudden process 

and c m  undergo completion in as Iittle aç 15 minutes. The resulting free-floating 

sheet of living tissue m u t  be kept unfolded until the following stage of 

fabrication since it will readily and irreversibly agglutinate. It is also possible to 

induce the detadunent of the foming sheet, for example in order to control the 

t h e  of detachment. One possibility is to use a nibber policeman to detach the 

sheet from the culture surface when signs of detadunent are apparent However, 

this method musi be very carefully performed as it cm cause holes in the sheet. 

Although this sheet cm be wed for numerous applications in 

its planar form, a tubular form wiu 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. Refening to figure 60, Step 1, the tubular support (2) is equipped with a 

thread (4) whidi can be set longitudinally to the external surface of the tubular 

support to ensure that the thread is doçely laid to the surface of the tubular 

support, tension is provided by two elastic rings (3) positioned outside at both 



ends of the tubular support. Typicaily, a polypropylene thread is secured under a 

silicone elastomer ring, by means of a stop notdi (S), while the other end of the 

thread is siid under the siIicone ring (3) at the other end of the tube. 

To roll the living sheet, one edge of the sheet (1) is placed 

befween the tubuiar 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 ahhough it is 

important that all the edges be secured as shown in figure 60, Step 2- While 

rolling the living sheet, iimited force can be appiied to the farther edge of the 

sheet in order to stretch it to various degrees as shown in figure 60, Step 3. I€ 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 completeiy rolied 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 tubdar living tissue can be cdtured for 

severaI 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 irtert matter, such as styrene, to facilitate the removal of the 

tissue at the end of the maturation period. Howevsr, it cm also be made of 

stainless steel, collagen, polytetrafluoroethylene or bioactive or biodegradable 

materials. It is preferable to use a tube made of a materiai which can be readily 

deaned and steriiized. The outer diameter of the tube wïIi 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 ais0 be used if it 

is deaned after each use. 



After 3 to 4 weeks in the above-mentioned culture conditiow 

the tubuiar tissue, which iç the equivalent of a vascuiar media, can be slid off itc 

tubdar support and cut into anndar sections of 2 to 5 mM. these annula1 

sections can be used to test the contraction of smooth muscles in vitro. The 

annular sections prepared according to the present invention have been tested 

with two physiological vasoactive substances, narnely sero tonin and histamine. 

Figure 61 A and 61 B show the contraction response of anndar sections when 

stimulated with varying concentrations of serotonin (figure 61 A) and histamine 

(figure 61 B). fn figure 61 A, the points (l), (2), (3), and (4) represent stimulation 

~5th 3G ng/ml, 100 ng/ml, 300 ng/ml and 1000 ng/ml serotinin, respectively. In 

figure 61 B, the points (l), (2), and (3) represent stimulation with 10-SM, 3x10-5 and 

1 0 4 ~  histamine, respectively. These resuits are comparable to those obtained 

using human or animal blood vesse1 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 ce11 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 tedinique which 

will produce the same general effect. Sud\ equivalents are intended to be 

included in the scope of this invention. 



Strp 2 
XI....... 

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 roiied sheet in place for 
-; 

the first days of maturation (step 45). 1= Living sheet, 2= inert tubular mandrel, 

3= silicone rings, 4= surgical thread with 5= hot. 



Figure h( : Graded contractiie response of tissue engineered smooth muscle to 

vasoactive compounds. (A) Contractde responce to increasing 

concentrations of serotonin: 1) 3 x 10-8 M, 2) 1 x 10-7 M. 3) 3 x 10-7 M 

and 4) 1 x 10-6 M. (8) Contractile responce to increasing 

concentrations of histamine: 1) 10-5 M, 2)  3 x 10-5 M and 4) 10-4 M. 



Claims 

What we daim as Our invention is: 

1. A contractile smooth muscle ce11 construct 

comp rising: 

(i) sub-cultured human smooth musde cells that have been 

cultured in oifro under conditions to ailow the formation of a sheet of smooth 

muscle ceiis; and 

(ii) an endogenous fibrous matrix formed by the smooth 

musde ceh;  wherein the smooth musde ceil construct retains the ability to 

contract in response to vaçoactive agonists. 

2. A contractile smooth muscle cell sheet according 

to daim 1 wherein said smooth muscle ceIl construct is in tubular form. 

3. A method of producing a contractile smooth 

muscle ce11 constnict of daim 1 which comprises: 

(a) culturing subirultured smooth muscle c e k  in a culture 

vessel with a culture medium that enhance the synthesis of a fibrous matrix by 

the cells; 

(b) maintaining the cells in culture until the c e k  adhere to 

the culture vessel, becorne confluent and the cell and the matrix f o m  a sheet; and 

(c) aflowing the cell sheet to spontaneously detach o r  

detaching the ceU sheet from the culture vessel. 

4. The rnethod according to daim 3 further 

comprising roUing said celi sheet around a tubuiar support to produce a tubular 

living tissue constnict. 



5. The method accordhg to daim 3, wherein said 
culture medium includes ascorbic acid. 

6. The method according to daim 4, further 

comprising, removing the tubular living tissue construct from the support and 

maintaining said tubular living tissue constmct in culture. 

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

a) creating a tubular living tissue constnict according to 

daim 4, 

b) r o h g  a second ceU sheet around said tubular living 

tissue construct. 

8. The method according to daim 7 wherein said 
second sheet comprises fibroblasts. 

9. The method according to daim 4 further 

comprising seeding endothelid 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 ce11 construct according to c l a h  10 

wherein said smooth muscle cell construct contracts in response to a vasoactive 

substance. 

12 The smooth muscle c d  construct according to daim 11 

wherein said vasoactive substance is serotonin or histamine. 



13. A tubular living tissue construct prepared according to 

the method of daim 4. 

14. The tubular living tissue constma according to daim 13 

wherein said construction contracts in response to a vasoactive substance. 

15. The tubulas living tissue construct according to daim 14 

wherein the vasoaaive substance is serotonin or histamine. 
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