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Introduction 

Depuis plusieurs années, la recherche se tourne vers la médecine 

régénératrice. L’objectif n’est plus de simplement guérir ou atténuer les symptômes à 

l’aide de molécules pharmaceutiques, mais de chercher à réparer en utilisant 

directement les éléments du vivant. Parmi les différents constituants du corps humain, 

la cellule souche présente un intérêt majeur en thérapeutique. En effet, il s’agit d’une 

cellule pouvant être retrouvée à tous les stades de la vie, de l’embryon à l’âge adulte. 

De plus, selon le stade ou son origine, elle peut évoluer différemment, ouvrant la voie 

à une médecine personnalisée. 

Ces nouvelles thérapies ont pour objectifs de traiter des pathologies diverses 

comme les cancers, les maladies auto-immunes, les maladies dégénératives ou 

encore les traumas. Les cellules souches mésenchymateuses sont, entre autres, 

envisagées pour ces applications, que ce soit en thérapie cellulaire ou en ingénierie 

tissulaire. Bien que les cellules souches mésenchymateuses issues de la moelle 

osseuse soient actuellement les plus utilisées, les cellules souches issues de la gelée 

de Wharton sont actuellement envisagées pour différentes raisons détaillées dans ce 

travail. 

Au vu du nombre croissant d’essais cliniques, l’optimisation des méthodes de 

culture ouvre la voie à des traitements à grande échelle. Outre les questions quant à 

l’industrialisation de leur production, se pose celle de la libération du lot et des critères 

à remplir en vue d’assurer sécurité, qualité et efficacité des traitements. 

Dans une première partie de ce travail seront décrits les différents types de 

cellules souches et leurs caractéristiques respectives. Leur présence à différents 

stades du développement permet d’expliquer leur potentiel en termes de régénération 

cellulaire et tissulaire, mais également leurs limites qu’elles soient physiologiques ou 

éthiques. La seconde partie se concentrera plus précisément sur les cellules souches 

issues de la gelée de Wharton, afin de justifier l’intérêt récent porté à cette catégorie 
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de cellules. L’objectif final étant d’utiliser ces cellules dans un but thérapeutique, les 

étapes d’une production industrielle permettant d’aboutir à un lot commercial sont 

abordées dans une troisième partie. La production des cellules souches, et leur 

utilisation potentielle sur l’homme nécessitant une qualité irréprochable, les 

paramètres à contrôler ainsi que les essais associés seront détaillés dans une 

quatrième et dernière partie. 
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I. CARACTERISTIQUES DES CELLULES SOUCHES 

A. Historique de découverte 

Le concept de cellules souches remonte au milieu des années 1800. Ernst 

Haeckel (1834 - 1919), professeur en zoologie soutenant les travaux de Darwin, a 

qualifié les organismes unicellulaires et les protozoaires de « Stamzellen » (cellules 

souches). En effet, il considérait ces espèces comme étant les ancêtres 

phylogénétiques des organismes pluricellulaires. L’étymologie de ce mot dérive de 

« Stammbaum », l’arbre généalogique, et du terme biologique « Stam », lignée. Il a en 

1877, appliqué cette notion à l’ontogénie décrivant l’ovule fécondé comme étant la 

cellule à l’origine de toutes les cellules d’un organisme humain ou animal. Les 

caractéristiques essentielles d’une cellule souche ont été décrites par Theodor Boveri 

(1862 - 1915) au début des années 1900, et dès lors, admises dans le domaine de 

l’embryogénie et de la cytologie. Elle est alors clairement définie par sa capacité 

d’auto-renouvellement, ainsi que sa différenciation en cellules somatiques ou cellules 

germinales. Ce concept a été élargi à l’hématologie peu de temps après, en admettant 

que le précurseur commun des globules rouges et blancs est la cellule souche ; cette 

notion a ouvert des perspectives quant à la recherche sur les différentes formes de 

leucémies, étant désormais admis que les myélocytes et les lymphocytes provenaient 

d’une unique « cellule souche lymphomyéloblastique » (1). 

La recherche sur les cellules souches s’est accélérée après la seconde guerre 

mondiale lorsque les chercheurs se sont penchés sur les effets de la radiation sur le 

corps humain, notamment suite aux bombardements atomiques d’Hiroshima et de 

Nagasaki. En effet, mêmes exposés à de faibles doses de radioactivité, les survivants 

ont développé une anémie, puis une leucémie quelques années plus tard. La 

recherche s’est alors concentrée sur la capacité de régénération du tissu 

hématopoïétique. Ce renouvellement des cellules sanguines a été constaté en 1955 

après irradiation de souris dont la rate avait été protégée (chez la souris, cet organe 
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joue un rôle dans l’hématopoïèse, comme chez l’homme en période fœtale). Ce 

phénomène a également été observé en réponse à l’injection de cellules provenant de 

la moelle osseuse, ouvrant des perspectives dans le traitement des hémopathies 

malignes (2). A la fin des années cinquante, les premières tentatives de greffes de 

cellules issues de la moelle hématopoïétique, prélevées chez des donneurs 

volontaires vivants, ont été réalisées par l’équipe de Georges Mathé, et visaient des 

patients atteints d’aplasie médullaire ; ces procédures ont ouvert la porte au traitement 

des hémopathies sévères, notamment cancéreuses (3).  

En 1961, Ernest McCulloch (1926 - 2011) et James Till (1931 -) ont mis en 

évidence pour la première fois la présence de cellules souches dans la moelle osseuse 

en étudiant les effets des rayonnements sur l'hématopoïèse dans la moelle osseuse 

de souris. La corrélation entre le nombre de cellules de moelle reçues et le nombre de 

nodules dans la rate a permis de confirmer la théorie de l’hématopoïèse admise 

jusqu’alors : toutes les cellules du sang, globules rouges, globules blanc et plaquettes 

proviennent d’une cellule souche unique, la cellule souche hématopoïétique localisée 

essentiellement dans la moelle osseuse (1). 

Vingt-cinq ans après les expériences de Till et McCulloch, l’équipe d’Irving 

Weissman a identifié chez la souris plusieurs marqueurs spécifiques des cellules 

souches hématopoïétiques pluripotentes, permettant de les isoler spécifiquement. 

Pour cela, des techniques de purification cellulaire, basées sur des anticorps 

monoclonaux se liant aux antigènes de surface cellulaire, spécifiques de cette 

population, ont été employées (4). Baum et ses collègues ont montré en 1992 que les 

humains possèdent des cellules souches hématopoïétiques similaires ayant les 

mêmes capacités caractéristiques des cellules souches. Lui et d'autres scientifiques 

ont, depuis, isolé des cellules souches humaines dans la peau, les neurones et 

plusieurs autres tissus (5). 

Des cellules souches pluripotentes ont par la suite été isolées et cultivées à 

partir de cellules embryonnaires de souris en 1981 par Martin Evans et Matthew H. 
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Kauffman ; cela représente une avancée dans la recherche sur les cellules souches 

embryonnaires, les cellules souches pluripotentes pouvant être cultivées désormais à 

partir de blastocystes et non plus à partir de lignées cellulaires issues de 

tératocarcinomes.  Il a, par la suite, fallu attendre 1998, avant de savoir isoler et cultiver 

des cellules embryonnaires humaines (1). 

En 2006, une avancée majeure a été réalisée avec la reprogrammation 

génétique de certaines cellules adultes afin d’approcher un état semblable à celui des 

cellules souches. Ces cellules sont nommées cellules souches pluripotentes induites 

(CSPi) (6). 

La recherche sur les cellules souches continue de faire progresser les 

connaissances sur la façon dont un organisme se développe à partir d'une cellule et 

sur la manière dont les cellules saines remplacent les cellules endommagées dans les 

organismes adultes. Comme de nombreux domaines scientifiques en pleine 

expansion, la recherche sur les cellules souches soulève des questions aussi 

rapidement qu’elle génère de nouvelles découvertes. 

B. Description des cellules souches 

Un organisme pluricellulaire est principalement composé de cellules 

spécialisées ; celles-ci sont réparties de manière ordonnée afin de constituer le sang, 

les tissus et les organes. Ces cellules expriment des gènes uniques leur permettant 

d’accomplir des fonctions spécifiques. Elles sont cependant issues de populations non 

spécialisées : les cellules souches. Ces cellules, immatures et indifférenciées, sont 

d’une importance cruciale dans l’organisme pour plusieurs raisons. Au sein de 

l’embryon de trois à cinq jours, appelé blastocyste, les cellules internes sont à l’origine 

de l’ensemble de l’organisme, et donc des nombreux types de cellules et organes 

spécialisés le constituant, tels que le cœur, les poumons, la peau, et autres tissus. 

Certains tissus adultes, ainsi que des régions particulières d’organes, tels que la 

moelle osseuse, les muscles et le cerveau, comprennent également des populations 
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distinctes de cellules souches adultes. Elles participent, entre autres, au remplacement 

de cellules mortes du fait de blessures ou de maladies, ou simplement assurent le 

renouvellement cellulaire naturel (un globule rouge a, par exemple, une durée de vie 

d’environ cent vingt jours). 

Deux caractéristiques des cellules souches sont l’auto-renouvellement et leur 

capacité de différenciation (Figure 1) (7). 

La différenciation cellulaire confère à une cellule souche, non spécialisée, 

l’acquisition de différentes caractéristiques spécifiques ; elle peut alors engendrer des 

cellules ou des tissus spécialisés, voire même un organisme entier. Par exemple une 

cellule souche sanguine permettra de donner l’ensemble des cellules sanguines, dont 

entre autres les globules rouges, les globules blancs ou les plaquettes. Une cellule 

souche pourra également se différencier en hépatocyte, produisant des facteurs de 

coagulation, en cellule pancréatique, produisant de l’insuline ou encore en cellule 

nerveuse fournissant une activité électrique. Les organes n’en sont cependant pas 

tous pourvus, tels que le cœur ou le pancréas. Ainsi, les cellules souches ne sont pas 

toutes identiques, et n’ont pas la capacité de donner uniformément les mêmes 

cellules ; cela définit la potentialité de la cellule souche. Ces propriétés diffèrent 

notamment en fonction de leur provenance, ainsi que de l’âge de l’organisme. 

L’auto-renouvellement constitue le processus au cours duquel la division d’une 

cellule souche, par le biais de la mitose, permet de redonner au moins une cellule 

souche identique à la cellule mère. Si cette division donne une nouvelle cellule souche, 

ainsi qu’un progéniteur doté de la capacité de différenciation, la division est dite 

asymétrique. On parle de division symétrique si une cellule souche donne naissance 

à deux autres cellules souches, identiques à la cellule mère. Cette propriété permet 

de maintenir ou d’élargir le stock de cellules souches tout au long de la vie d’un individu 

en fonction des besoins. 



 17 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figure 1 : Propriétés des cellules souches (8). 



 18 

Les cellules souches peuvent être classées de deux manières différentes. Tout 

d’abord la classification chronologique : on distingue ainsi les cellules souches 

embryonnaires, fœtales, amniotiques et adultes. Une autre classification existe, 

suivant le potentiel de différenciation de la cellule souche : cellules souches 

totipotentes, pluripotentes, multipotentes, unipotentes. Ces hiérarchisations sont 

cependant dépendantes l’une de l’autre (Figure 2) :  

- Les cellules souches totipotentes sont retrouvées exclusivement chez le 

zygote et dans les tout premiers stades embryonnaires. 

- Les cellules souches pluripotentes sont présentes au niveau de la masse 

interne du blastocyste (embryon préimplantatoire), qui sont des cellules 

embryonnaires. 

- Les cellules souches multipotentes, plus avancées dans le processus de 

différenciation, sont retrouvées à la fois dans les cellules fœtales et parmi 

les cellules adultes, mais seulement dans certaines structures du corps 

humain. 

- Les cellules souches unipotentes correspondent à l’ultime stade de 

différenciation des cellules souches et sont rencontrées dans le corps 

humain dès le stade du nouveau-né. 
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Figure 2 : Hiérarchie fonctionnelle et développementale des cellules souches. 
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C. Les différents types de cellules souches 

1. Cellules souches totipotentes 

Les cellules souches totipotentes ont le potentiel de générer n’importe quelle 

cellule du corps humain. Elles proviennent d’un ovule fécondé issu de la fusion d’un 

ovocyte et d’un spermatozoïde, qui donne un zygote. On ne peut parler de totipotence 

que durant les 4 premiers jours de division cellulaire, soit au stade de 8 cellules 

dénommées à ce moment du développement des blastomères. Ces cellules 

permettent d’engendrer l’ensemble des tissus embryonnaires mais également les 

tissus extra-embryonnaires (notamment le placenta, la membrane vitelline ou le 

cordon ombilical). Les chercheurs parviennent cependant depuis quelques années à 

induire un état proche de la totipotence en jouant notamment sur la condensation de 

l’ADN, ayant constaté qu’il est moins condensé que pour les cellules souches 

pluripotentes (9). Par ailleurs, depuis 2017, certaines équipes parviennent à extraire 

et conserver dans un état totipotent des cellules issues d’embryons de souris, grâce à 

un milieu de culture bloquant les voies de signalisation liées à la différenciation en 

cellules pluripotentes (10). Il est maintenant aussi possible de revenir à un état 

totipotent à partir de cellules embryonnaires porcines et humaines, ouvrant la voie à la 

compréhension du développement biologique et des maladies affectant l’implantation 

des embryons et du placenta (11). Il serait ainsi possible d’utiliser ces cellules en 

thérapeutique afin de régénérer par exemple des organes, ou pour le criblage de 

molécules potentiellement thérapeutiques. Ces applications sont à ce jour 

hypothétiques, leur potentiel de développement n’ayant pas à ce jour été constaté in 

vitro. Leur utilisation pose par ailleurs un problème éthique, avec le risque notamment 

de dévier sur le clonage reproductif. 

2. Cellules souches pluripotentes 

L’ensemble des types cellulaires d’un organisme, issus des 3 feuillets 

embryonnaires (ectoderme, endoderme, mésoderme), à l’exception des annexes 

embryonnaires, proviennent des cellules souches pluripotentes.  Elles peuvent 
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générer plus de deux cents types de cellules spécialisées, et ainsi un organisme entier. 

Il s’agit des cellules filles des cellules souches totipotentes. Il est important de 

comprendre que les cellules souches totipotentes et pluripotentes ne sont pas vouées 

à exister de façon pérenne dans l’organisme, cela irait à l’encontre du développement 

embryonnaire. Cependant, en condition in vitro, l’objectif est justement de maintenir 

les cellules dans l’état de pluripotence afin d’exploiter leurs propriétés en 

thérapeutique.  On distinguera les cellules souches embryonnaires, des cellules 

souches pluripotentes induites. (12) 

a. Cellules souches embryonnaires 

Ces cellules sont prélevées directement dans la masse interne du blastocyste, 

dans une fenêtre allant uniquement du cinquième au septième jour de vie 

embryonnaire, le développement embryonnaire induisant la spécialisation cellulaire. 

Dans des conditions appropriées, elles peuvent s’auto-renouveler de manière illimitée, 

tout en conservant leur état indifférencié. Les taux élevés de cytokine Leukemia 

Inhibitory Factor (LIF) permettent le maintien de cet état pluripotent en inhibant la 

différenciation cellulaire (13).  

Elles sont également caractérisées par leur capacité de différenciation. In vitro, 

elles peuvent se différencier en cellules d’origine mésodermique (muscles, squelette, 

vaisseaux sanguins), ectodermique (épiderme, système nerveux), ou endodermique 

(tube digestif et glandes annexes) selon les milieux de culture utilisés. Ces propriétés 

offrent des perspectives en médecine régénératrice ou pour le traitement de maladies 

génétiques. Les essais cliniques menés actuellement concernent notamment la 

dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA), le diabète de type I ou l’insuffisance 

cardiaque sévère.  

Cependant, ces cellules doivent répondre à des normes strictes de qualité avant 

de pouvoir être utilisées en thérapeutique, et les essais doivent être agréés par les 

autorités de santé. Des considérations éthiques sont de plus à prendre en compte, un 

embryon ne pouvant pas être conçu à des fins de recherche ; il doit être issu d’un 
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embryon surnuméraire obtenu par fécondation in vitro, faisant l’objet d’un projet 

parental ayant été abandonné, sous réserve du consentement informé du couple (14). 

Pour des questions morales ou religieuses, leur utilisation peut poser problème à 

certains qui considèrent qu’il s’agit d’une atteinte à l’intégrité d’un embryon. Un autre 

obstacle à leur utilisation repose sur la capacité à former spontanément des tératomes 

bénins ou malins du fait de leur prolifération importante et de leur capacité de 

différenciation poussée (15). 

b. Cellules souches pluripotentes induites 

Les cellules souches pluripotentes induites (CSPi) sont issues de la 

reprogrammation de cellules différenciées. Leur utilisation permet de s’affranchir du 

problème éthique lié au sacrifice d’un embryon. La mise au point de ces cellules 

remonte à 2006 et a été présentée par l’équipe de Yamanaka, qui a reçu le prix Nobel 

en 2012 pour sa découverte. Elles sont issues de la reprogrammation de cellules 

somatiques avec la surexpression de quatre facteurs de transcription permettant la 

réactivation des signaux d’immaturité et de prolifération, par l’utilisation de vecteurs 

viraux : Oct3/4, Sox2, Klf4 et c-Myc. Ces modifications leur confèrent un auto-

renouvellement illimité ainsi qu’une capacité de différenciation vers l’ensemble des 

lignées cellulaires.  

La facilité d’obtention de ces cellules ainsi que l’utilisation autologue de ces 

cellules ouvrent des perspectives thérapeutiques importantes en thérapie cellulaire ou 

en médecine régénératrice dans le traitement entre autres de la DMLA, de la 

drépanocytose ou de maladies neurodégénératives (16). À partir de cellules 

somatiques d’un malade, la reprogrammation in vitro en CSPi permettrait de corriger 

le défaut génétique à l’origine de la pathologie, avant de les redifférencier pour enfin 

les réinjecter au donneur (7). Cependant, les coûts et le temps de production de ces 

thérapeutiques, qui sont destinées à un patient à la fois, sont importants. Des banques 

de CSPi allogéniques, utilisant des donneurs dont l’immunité est compatible avec la 

majorité de la population, ont été créées. Les principales indications concernent, entre 



 23 

autres, la maladie de Parkinson, la réaction du greffon contre l’hôte, ou l’insuffisance 

cardiaque. L’utilisation de ces cellules présente néanmoins des inconvénients. Elle ne 

prend pas en compte la diversité tissulaire du tissu, ce qui peut être un frein à la 

régénération d’un organe. Par ailleurs, la reprogrammation des cellules peut entraîner 

des mutations et des aberrations chromosomiques au cours de leur culture. Cette 

technique étant récente, on cherche actuellement à améliorer le protocole de 

reprogrammation, définir les types cellulaires pouvant être utilisés, ou encore les 

conditions de culture (Figure 3) (17). 

Figure 3 : Protocole de génération de cellules souches pluripotentes induites (CSPi) 

(18). 

3. Cellules souches multipotentes 

Les cellules souches multipotentes sont dites « déterminées » et sont d’origine 

soit fœtale, soit adulte. Elles sont déjà engagées vers une lignée cellulaire et 

permettent de générer des cellules spécialisées issues du feuillet embryonnaire 

correspondant (ectodermique, endodermique ou mésodermique). Leur capacité de 

différenciation est donc plus limitée que les cellules souches décrites précédemment, 
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mais elles gardent la propriété d’auto-renouvellement. Par exemple, les cellules 

hématopoïétiques se différencient en différents types de cellules sanguines, mais ne 

génèrent pas de cellules nerveuses. A ce jour, plusieurs types de cellules répondant à 

ces critères ont été identifiés chez l’homme, parmi lesquelles les cellules souches 

hématopoïétiques et les cellules souches mésenchymateuses. 

Ces cellules participent au renouvellement cellulaire tout au long de la vie d’un 

individu et sont présentes dans la majorité des tissus de l’organisme, comme le 

pancréas, le tissu adipeux, le placenta ou le muscle squelettique mais sont retrouvées 

en majorité dans la moelle osseuse et le cordon ombilical. Elles permettent de 

remplacer les cellules mortes, âgées ou non fonctionnelles. Ces cellules peuvent être 

directement isolées à partir de différents tissus d’un donneur, évitant ainsi le débat 

éthique lié aux cellules souches issus des tissus fœtaux. Un autre avantage est 

immunologique par la possibilité d’utiliser les cellules du patient lui-même et 

s’affranchir ainsi des rejets.  

a. Les cellules souches mésenchymateuses 

Les cellules souches mésenchymateuses, autrement connues sous le nom de 

cellules stromales mésenchymateuses, sont des cellules multipotentes ayant la 

capacité de générer cartilage, os, muscles, tendons, ou encore ligaments. En 1867, 

Cohnheim a mis en évidence des cellules souches non-hématopoïétiques dans la 

moelle osseuse, sources de fibroblastes impliqués dans le processus de réparation 

des lésions. Friedenstein, en 1971, après avoir isolé et mis en culture ces cellules 

souches issues de la moelle osseuse de rats, a découvert une population de cellules, 

morphologiquement similaires aux fibroblastes, qui adhéraient au plastique des 

flacons de culture. Ces cellules sont par la suite qualifiées de « Colony-Forming Unit 

Fibroblast » (CFU-F), introduisant le concept de potentiel clonogénique, soit la 

capacité à former des clones de cellules in vitro. En 1988, Owen a proposé le concept 

de cellules souches stromales, car elles permettent le maintien du tissu de soutien 

(cartilage et os). En 1991, Caplan a introduit le terme de cellule souche 



 25 

mésenchymateuse pour caractériser cette population de cellules à l’origine notamment 

du stroma médullaire, de l’os, du cartilage et des fibroblastes (19). De plus en plus de 

données indiquent que les CSM sont capables de se différencier vers d’autres tissus 

non mésodermiques (Figure 4) tels que le tissu ectodermique (cellules épithéliales 

rénales par exemple) (20), neuro-ectodermique (21) ou endodermique (hépatocytes 

par exemple).  

Figure 4 : Multipotence des cellules souches mésenchymateuses (CSM) (22). 

 

Mesenchymal tissues
These are embryonic tissues of 
mesodermal origin, consisting 
of loosely packed, unspecialized 
cells set in a gelatinous ground 
substance, from which 
connective tissue, bone, 
cartilage and the circulatory 
and lymphatic systems develop.

Transdifferentiation
The ability of a non-stem cell to 
transform into a different type 
of cell lineage, or when an 
already partially differentiated 
stem cell transforms into a 
different cell lineage or type.

Stem cells
A subset of cells that has a 
self-renewing capacity and 
under appropriate conditions 
can give rise to several mature 
cell lineages.

Mesodermal lineage
In animals with three tissue 
layers, the mesoderm is the 
middle layer of tissue, between 
the ectoderm and the 
endoderm. In vertebrates, the 
mesoderm forms the skeleton, 
muscles, heart, spleen and 
many other internal organs.

The role of MSCs in physiology
Formation of HSC niches in the bone marrow. After  
transplantation into the bone marrow of non-obese 
diabetic–severe combined immunodeficiency (NOD–
SCID) mice, MSCs have been shown to differentiate into 
pericytes, myofibroblasts, bone-marrow stromal cells, 
osteocytes, osteoblasts and endothelial cells, all of which 
constitute the functional components of the HSC niche that 
support haematopoiesis8. The developing haematopoietic 
cells are retained in a quiescent state in the bone marrow 
until, after the appropriate stimulation, they differentiate 
and are then released in the sinusoidal vascular system. 
In the bone marrow, the niche stromal cells surround 

the HSCs and their progeny9 (FIG. 2). Two types of niche 
have been described in rodents. The ‘endosteal niche’ is 
formed by osteoblasts that line the endosteal surface of 
the trabecular bone, and the ‘vascular niche’ is composed 
of endothelial cells and CD146+ sub-endothelial stromal 
cells that lie at the abluminal side of bone-marrow 
sinusoids5. Stromal cells in both types of niche provide 
a sheltering microenvironment that supports the main-
tenance and self-renewal of HSCs by shielding them 
from differentiation and apoptotic stimuli that would 
otherwise challenge stem-cell reserves. Moreover, the 
niche also controls the proliferation and differentiation of 
HSCs and the release of mature progeny into the vascular 
system. The regulation of HSC quiescence, through the 
maintenance of HSCs in the G0 phase of the cell cycle in 
the endosteal niche, and the control of HSC proliferation, 
differentiation and recruitment in the vascular niche can 
be ascribed to bone-marrow stromal cells10,11 (FIG. 2).

Anti-proliferative activity. Stromal-cell progenitors can 
preserve the HSC pool in the bone marrow by maintain-
ing HSCs in a quiescent state; in addition, terminally 
differentiated stromal cells such as fibroblasts and chon-
drocytes seem to share anti-proliferative effects with 
their predecessors, as shown by their ability to inhibit 
T-cell proliferation12,13. Fibroblast-mediated modulation 
of T-cell responses is triggered by interferon-G (IFNG)14, 
which indicates that stromal cells in connective tissues 
might be involved in the homeostasis of peripheral leuko-
cyte populations15. These results support the hypothesis 
that stromal cells, at all stages of maturation, have anti-
proliferative features that are in common with physiologi-
cal stromal-cell niches, including the HSC niche.

The effects of MSCs on immune cells
The immunomodulatory effect of MSCs has only been 
described recently, following the observation that 
bone-marrow-derived MSCs suppressed T-cell pro-
liferation16,17. These studies redirected the attention of  
scientists away from the multipotentiality of MSCs towards 
their possible regulatory effects on immune cells, and 
they paved the way for the characterization of the broad  
immunoregulatory activities of MSCs.

 Box 1 | The embryonic origin of MSCs might explain their differentiation pathways

Mesenchymal stem cells (MSCs) can differentiate into cells of the mesodermal lineage, such as bone, fat and cartilage cells, 
but they also have endodermic107 and neuroectodermic differentiation potential2,3 (FIG. 1). This capacity could be 
explained by the developmental origin of mesenchymal tissues, which includes the mesoderm and, to a lesser extent, the 
cranial neural crest. Although adult MSCs are commonly considered to be of mesodermal origin108, embryonic MSCs have 
recently been shown to derive mainly from the neuroepithelium and neural crest109. Indeed, bone-marrow-derived stromal 
cells are not a homogeneous population, as reflected by their complex transcriptome, which encodes a wide range of 
proteins involved in different developmental pathways and in a large number of diverse biological processes110,111.

Despite evidence that MSCs can transdifferentiate into multiple cell types in vitro and in vivo, the real contribution of 
MSCs to tissue repair, through significant engraftment and differentiation into biologically and functionally relevant 
tissue-specific cell types, is still unclear112. The lack of consistent transdifferentiation in vivo might be a result of the 
limited number of mesenchymal precursor cells derived from non-mesodermal embryonic lineages, as recently 
indicated by the rapid decrease in the number of MSCs of neuroepithelial origin in the adult bone marrow109. We can 
assume that in post-natal life, the relative importance of MSCs derived from other developmental lineages decreases 
due to the increasing importance of mesodermal MSCs. So, although it has been proposed that MSCs could be used for 
the regeneration of almost any tissue, current scientific evidence supports their use for tissue reconstruction through 
exclusive differentiation mechanisms only for bone repair113.
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Figure 1 | The multipotentiality of MSCs. This figure shows the ability of mesenchymal 
stem cells (MSCs) in the bone-marrow cavity to self-renew (curved arrow) and to 
differentiate (straight, solid arrows) towards the mesodermal lineage. The reported 
ability to transdifferentiate into cells of other lineages (ectoderm and endoderm) is 
shown by dashed arrows, as transdifferentiation is controversial in vivo.
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Dans l’organisme, les CSM sont hébergées dans des tissus de soutien 

autrement connus sous le nom de niches (Figure 5). Ces microenvironnements 

permettent d’assurer l’homéostasie cellulaire par le maintien des cellules souches 

dans leur état indifférencié. Ils garantissent un équilibre entre quiescence, 

différenciation, auto-renouvellement et mobilisation des cellules souches. La niche 

constitue un support physique et nutritif, contient des cellules issues de la matrice 

extracellulaire et des cellules de soutien qui communiquent avec les cellules souches 

par l’intermédiaire de facteurs moléculaires solubles, comme entre autres WNT (23). 

Figure 5 : Composants d'une niche de cellules souches (24). 

A ce jour, les CSM provenant de la moelle osseuse (CSM-MO) sont considérées 

comme le « gold standard » parmi les CSM identifiées. Elles sont aisément isolables, 

avec un taux proche de 100% en termes d’efficacité. Leur mise en culture permet 

d’obtenir un bon rendement, avec un temps d’atteinte de la confluence plus faible que 

pour les autres sources de CSM (25). Plusieurs inconvénients ont cependant été 

identifiés au fil des années. Les CSM-MO représentent seulement 0,001% à 0,01% de 

la fraction cellulaire mononuclée totale, quantité pouvant être un frein à leur utilisation 
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en thérapie autologue. De plus, elles sont récoltées par une procédure invasive 

effectuée sous anesthésie, douloureuse pour le donneur. Plusieurs études ont mis en 

évidence l’influence de l’âge du donneur sur les caractéristiques des cellules souches ; 

il a été ainsi mis en évidence que les capacités de régénération d‘un tissu, de 

différenciation déclinent avec l’âge (26,27). 

Les CSM ont initialement été identifiées au sein de la moelle osseuse, mais 

elles peuvent désormais être isolées depuis d’autres sources adultes comme le tissu 

adipeux (26), la pulpe dentaire, la membrane synoviale (28) ainsi que depuis des 

sources périnatales parmi lesquelles le sang de cordon (29), la gelée de Wharton, le 

liquide amniotique (30) ou le placenta (31). 

Même s’il n’existe actuellement pas de critères universels, la société́ 

internationale de thérapie cellulaire (ISCT) a défini une série de standards permettant 

de décrire les CSM. Cette démarche a pour but d’uniformiser les critères dans le cadre 

de la recherche scientifique en laboratoire, mais également pour les études 

précliniques. Les critères minimums à atteindre sont ainsi les suivants (32) : 

• Adhérence au plastique dans les conditions standards de culture. 

• Expression à plus de 95% des marqueurs de surface CD105, CD73, CD90. 

• Absence d’expression (moins de 2%) des marqueurs de surface CD45, CD34, 

CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19, HLA-DR. 

• Différenciation in vitro vers 3 lignées mésodermiques : ostéoblastique, 

adipocytaire, chondrocytaire 

Ces dernières décennies, le potentiel thérapeutique des CSM a été étudié sur 

de nombreuses maladies par le biais d’essais cliniques. Ces derniers ont été rendus 

possibles suite aux récentes études qui ont démontré la capacité unique des CSM 

d’exercer des effets suppressifs et régulateurs sur l’immunité adaptative et innée, que 

la thérapie soit autologue ou allogénique. Une étape essentielle dans la greffe de 

cellules souches est d’éviter la réaction potentielle du greffon contre l'hôte, qui est un 

facteur limitant dans le succès de la greffe. Les CSM pouvant survivre au rejet 

immunitaire de l’hôte, elles présentent un grand intérêt en thérapeutique. Cette 
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propriété provient de leur importante capacité de différenciation, mais également de 

leurs propriétés immunologiques leur permettant de moduler le système immunitaire 

de l’hôte. Les thérapies à base de CSM sont ainsi en cours de développement afin de 

traiter de nombreuses maladies, dont les troubles immunitaires. En outre, au cours 

des dernières années, les CSM ont été modifiées génétiquement pour traiter et parfois 

même guérir certaines maladies, et l'utilisation de CSM pour la thérapie cellulaire ouvre 

de nouvelles perspectives pour surmonter le rejet des tissus (33). 

Les CSM permettent tout d’abord de moduler le système immunitaire inné 

(Figure 7). Ils régulent activement les macrophages, les neutrophiles, les cellules 

dendritiques et les cellules Natural Killer (NK), jouant ainsi sur la première ligne de 

défense. Les CSM régulent également le système immunitaire adaptatif (Figure 6), 

c'est-à-dire les lymphocytes B et T. Dans le cas des lymphocytes T, les CSM favorisent 

principalement l'activation des lymphocytes T régulateurs. De plus, les CSM inhibent 

la prolifération des cellules B, la différenciation des cellules plasmatiques et la 

production d'anticorps, tout cela en étroit lien avec les lymphocytes T. À ce jour, il a 

été démontré que les CSM régulent principalement les réponses immunitaires innées 

et adaptatives d'une manière dépendante des cytokines par la sécrétion du 

transforming growth factor-beta (TGFb), de l'interféron gamma (IFNg), de la 

prostaglandine E2 (PGE2), de l’interleukine 10 (IL-10) et le facteur de nécrose 

tumorale alpha (TNFa) (34).  
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Figure 6 : Effets des CSM sur les cellules de l'immunité adaptative (31). 

Figure 7 : Effets des CSM sur les cellules de l'immunité innée (31). 
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b. Cellules souches hématopoïétiques 

Toutes les cellules composant le sang sont natives d’une même cellule 

hématopoïétique. Peu nombreuses (elles représentent environ 0,01% de la fraction 

médullaire), elles sont localisées principalement dans la moelle osseuse. Elles sont 

caractérisées par leur auto-renouvellement, qui garantit l’hématopoïèse pendant toute 

la vie d’un individu et ainsi assure l’homéostasie du tissu sanguin. Les cellules souches 

hématopoïétiques sont retrouvées majoritairement à l’état de quiescence et ne sont 

pas identifiables morphologiquement. La cascade hématopoïétique se compose à 

l’origine de progéniteurs, puis de précurseurs lymphoïdes et myéloïdes pour finir par 

donner les cellules différenciées qui composent le sang : érythrocytes, plaquettes, 

polynucléaires, macrophages et lymphocytes. Ainsi la production médullaire 

quotidienne s’élève à environ 200x109 globules rouges,  100x109 plaquettes et  50x109 

polynucléaires neutrophiles (35). 

L’intérêt clinique des cellules souches hématopoïétiques réside dans leur 

capacité à reconstituer à long terme une hématopoïèse complète après myéloablation. 

La transplantation de cellules souches hématopoïétiques a plusieurs indications 

thérapeutiques : hémopathies bénignes ou malignes, troubles métaboliques ou 

immunitaires. Deux caractéristiques sont à noter en vue de leur utilisation en thérapie 

cellulaire. Dans un premier temps, les cellules sont capables de migrer dans la 

circulation sanguine, après mobilisation par des facteurs de croissance. Ainsi, la 

collection du sang périphérique par cytaphérèse est moins douloureuse par rapport à 

celle de moelle osseuse. De plus, ces cellules résistent à une congélation à -196°C, 

ce qui permet de constituer des banques cellulaires. Cette donnée est particulièrement 

intéressante, du fait que des CSH sont également retrouvées dans le sang du cordon 

ombilical. En effet, le recueil de ces cellules à partir du sang fœto-placentaire est non 

invasif. Par ailleurs, leur immaturité rend moins importants les rejets dirigés vers l’hôte, 

principaux risques de la transplantation. Leur capacité de prolifération est également 

plus importante par rapport au CSH d’un donneur adulte (36). 
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4. Cellules souches unipotentes 

Issues des tissus adultes, les cellules souches unipotentes sont celles présentant 

le potentiel de différenciation le plus faible : elles ne se différencient que vers un seul 

type de cellule ou tissu, tout en conservant les caractéristiques d’une cellule souche. 

Ainsi leur capacité d’auto-renouvellement en fait des candidats à un usage 

thérapeutique. Elles permettent alors le renouvellement permanent des cellules du 

tissu où elles se trouvent. On distingue par exemple les hépatocytes dans le foie, les 

myocytes dans les muscles ou les kératinocytes dans l’épithélium de la peau (37). Il 

est ainsi possible de mettre en culture des kératinocytes prélevées sur une zone saine, 

afin de les amplifier et de transplanter ces couches d’épithélium chez des patients 

gravement brûlés (38). 

II. LES CELLULES SOUCHES ISSUES DE LA GELEE DE 

WHARTON 

A. La gelée de Wharton 

Durant la grossesse, le fœtus et le placenta sont connectés par un cordon 

ombilical élastique. Il empêche la compression et la torsion des vaisseaux tout en 

assurant de manière bidirectionnelle l’apport d’oxygène, de glucose et des 

aminoacides nécessaires au bon développement du fœtus. Il permet en même temps 

d’évacuer entre autres, du dioxyde de carbone. Ce cordon se développe à partir du 

sac vitellin et de l’allantoïde après cinq semaines de fécondation, et atteint une 

moyenne de cinquante centimètres. Anatomiquement, le cordon ombilical est constitué 

de deux artères ombilicales et d’une veine ombilicale, intégrées dans une matrice plus 

connue sous le nom de gelée de Wharton, qui permet de protéger ces vaisseaux 

ombilicaux des pressions éventuelles (Figure 8). Le tout est entouré d’un épithélium 

amniotique. On distingue ainsi trois sections au sein de la gelée de Wharton : péri-

vasculaire, inter-vasculaire et le subamnios (sous l’épithélium amniotique) (39).  
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Figure 8 : Schéma en coupe d’un cordon ombilical humain 

 

La gelée de Wharton, substance gélatineuse, a été mise en évidence en 1656 

par Thomas Wharton (1614-1673), un physicien et anatomiste anglais. Il s’agit d’un 

tissu conjonctif se composant principalement de glycosaminoglycanes, plus 

particulièrement d’acide hyaluronique et de chondroïtine sulfate, mais aussi de 

plusieurs isoformes du collagène (39). 

En 1974, le sang de cordon ombilical a été identifié comme étant source de 

cellules souches hématopoïétiques, le reste du cordon ombilical étant alors réduit à un 

déchet opératoire. Cela a été remis en cause en 1991, quand l’équipe de McElreavey 

a isolé et caractérisé des cellules de type fibroblaste dans la gelée de Wharton. En 

2004, il a été démontré que ces cellules étaient des cellules souches qui exprimaient 

les marqueurs de surface CD29, CD44, CD51, CD73 et CD105, n’exprimaient pas 

CD34 et CD45, et étaient capables de se différencier vers les lignées adipocytaire et 

Épithélium amniotique

Subamnios

Région péri-vasculaire

Région inter-vasculaire

Artères ombilicales

Veine ombilicale

Gelée de Wharton
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ostéocytaire. Il a été mis en évidence que l’ensemble des sections du cordon ombilical, 

excepté le sang de cordon et l’épithélium amniotique, contient des cellules souches 

mésenchymateuses (39). 

Plusieurs hypothèses ont été évoquées afin d’expliquer la présence de ces 

cellules souches dans la gelée de Wharton. La première évoque une migration de 

cellules tôt dans l’embryogenèse. Ainsi, des cellules souches mésenchymateuses et 

hématopoïétiques auraient migré du sac vitellin et du mésonéphros vers le foie fœtal 

et la moelle osseuse à travers le cordon ombilical. Suite à ce transfert de cellules, 

certaines seraient restées piégées dans la gelée de Wharton et y demeureraient 

durant toute la période de gestation (40). Une seconde hypothèse a depuis vu le jour, 

expliquant que les cellules souches identifiées dans la gelée de Wharton 

proviendraient de CSM primitives, issues du mésenchyme et seraient présentes dans 

la matrice du cordon depuis le début de sa formation (41). 

B. Intérêt des cellules souches issues de la gelée de Wharton 

La moelle osseuse est la source privilégiée dans l’isolation des CSM, car les 

CSM-MO sont les plus étudiées, et donc les mieux documentées. Cependant, leur 

mode d’obtention présente des désavantages (Tableau 1). Tout d’abord, ces cellules 

sont récupérées par le biais d’une procédure invasive ne permettant l’isolement que 

d’une faible fraction de CSM (42). Il en est de même avec les cellules stromales 

mésenchymateuses issues du tissu adipeux. De plus, le nombre, la capacité de 

différenciation et la durée de vie des CSM-MO diminuent avec l’âge du donneur. Avec 

le vieillissement, il est également plus difficile de trouver dans la moelle osseuse des 

cellules souches en nombre suffisant, car le tissu graisseux devient plus important 

(43). Il existe par ailleurs un risque important d’infection virale intervenant lors du 

recueil des CSM-MO (44). Des alternatives à cette source de CSM ont vu le jour, parmi 

lesquelles figure le cordon ombilical. Cet organe est une source de cellules non 

controversée et accessible, qui peut être aisément récupéré après la naissance du 

nouveau-né. Il est estimé que le nombre de cellules isolées à partir du cordon ombilical 
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lors de l’accouchement est plus important lorsqu’il est effectué par voie basse que par 

césarienne (45). Avec environ 130 millions de naissances estimées par an, il constitue 

une ressource importante de cellules souches. 

Tableau 1 : Comparaison des cellules souches issues de la gelée de Wharton avec 
celles de moelle osseuse et du tissu adipeux (39) 

 CSM-GW CSM-MO CSM-TA 

Recueil Non-invasif Invasif Invasif 

Douleur Induite Sans douleur Procédure 
douloureuse 

Faible à modérée 

Risque encouru Pas de risque Modéré Faible à modéré 

Source Fœtale Adulte Adulte 

Expansion in vitro Importante Modérée Modérée 

Croissance in vitro Rapide Faible Faible 
 

Il n’y a, à ce jour, pas de consensus sur la dose thérapeutique de cellules souches 

à administrer aux patients. Il est cependant connu que l’injection de CSM pratiquée au 

cours des essais cliniques, terminés ou en cours, nécessite un nombre de cellules 

élevé, généralement de l’ordre de quelques millions de cellules par kilogramme de 

poids corporel. Au vu du nombre de cellules à isoler, il est donc crucial d’établir des 

systèmes de culture permettant un isolement et une expansion efficaces tout en 

conservant leurs capacités thérapeutiques (46). 

1. Les marqueurs de surface des CSM de la gelée de Wharton 

Certaines protéines sont exprimées à la surface des cellules, dénommées 

clusters de différenciation (CD). Différents en fonction des cellules, ils peuvent servir 

de marqueurs en vue de leur identification cellulaire. Un ou plusieurs antigènes 

peuvent néanmoins être exprimés par différentes types cellulaires, ce qui rend 

l’analyse plus complexe. Ils ont, entre autres, un rôle dans la différenciation cellulaire 

mais également dans la réponse immunitaire engagée. 
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L’identification des cellules issues de la gelée de Wharton passe tout d’abord 

par leur identification en qualité de cellules souches mésenchymateuses. D’un point 

de vue morphologique, elles ne sont en aucun cas différentes des CSM issues d’autres 

organes, ayant un aspect fibroblastique. Afin de les distinguer, il est recherché dans 

un premier temps, en général par cytométrie en flux, l’expression des marqueurs 

décrits par l’ISCT. Il n’existe pas à proprement dit de marqueurs spécifiques des CSM-

GW, cependant l’association de tous les facteurs connus pour d’autres types 

cellulaires permet d’orienter leur identification (Tableau 2). Ainsi, par exemple, 

l’absence de marqueurs CD14, CD34, CD38, CD45 et HLA-DR permet d’exclure leur 

origine hématopoïétique, de même que l’absence d’expression de CD31 exclut 

l’origine endothéliale. De même l’antigène de surface CD44 agit comme un récepteur 

de l’acide hyaluronique, substance présente en forte teneur dans la matrice 

extracellulaire du cordon ombilical.  

Tableau 2 : Tissus représentatifs source de CSM et leurs marqueurs de surface 
exprimés (47). 

MARQUEURS CSM-GW CSM-MO 

CD10 Neutral endopeptidase + + 

CD11b Integrin alpha-M - - 

CD13 Aminopeptidase N + + 

CD14 LPS receptor - - 

CD26 Dipeptidylpeptidase 4  + 

CD29 Integrin b1 + + 

CD31 PECAM-1 - - 

CD33 Sialic acid binding Ig-like lectin 3 - - 

CD34 Sialoprotein - - 

CD38 ADP-ribosyl cyclase 1 - - 

CD40 Tumor-necrosis factor receptor superfamily 5 - + 

CD44 Hyaluronan receptor + + 
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CD45 Pan-leucocyte antigen - - 

CD49a Integrine a1 - + 

CD49b Integrin a2 + + 

CD49c Integrin a4 + + 

CD49d Integrin a3 + - 

CD49e Intergrin a5 + + 

CD50 ICAM-3 (Intercellular adhesion molecule-1) - - 

CD51 Integrin aV + + 

CD53 Tetraspanin-25 - - 

CD54 ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 3) - ou + + 

CD56 NCAM-1 (neural cell adhesion molecule) - - 

CD58 LFA-3 (lymphocyte function-associated 
antigen 3) 

+ + 

CD71 Transferin receptor - + 

CD73 Ecto-5 nucleotidase + + 

CD80 CD28 ligand - - 

CD86 Activation B7-2 antigen - - 

CD90 Thy-1 + + 

CD105 TGF-bRIII (transforming growth factor-b 
receptor III) 

+ + 

CD106 VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) - ou + + 

CD117 C-kit receptor - ou + - 

CD133 AC133 (prominin) - - 

CD140a PDGF-Ra (platelet-derived growth factor 
receptor a) 

- + 

CD140b PDGF-Rb (platelet-derived growth factor 
receptor b) 

ND + 

CD144 VE-cadherin - ou + - 
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CD146 ME1-CAM (melanoma-cell adhesion 
molecule) 

- ou + + 

CD166 ALCAM (activated lymphocyte cell adhesion 
molecule) 

+ + 

CD235a Glycophorin  - 

CD325 N-cadherin + + 

HLA-I  + + 

HLA-II  - - 
 

L’expression des marqueurs, et donc les caractéristiques des CSM, peuvent 

malgré tout être influencées par la méthode d’extraction des cellules souches de la 

gelée de Wharton. En effet l’équipe de Salehinejad a comparé les profils d’expression 

des marqueurs indispensables à la caractérisation des CSM en utilisant trois méthodes 

d’isolement différentes : méthode des explants et méthode enzymatique avec 

plusieurs cocktails d’enzymes (collagénase/trypsine/hyaluronidase et 

collagénase/trypsine) (Tableau 3). 

Tableau 3 : Influence de la méthode d'isolement des CSM-GW sur l'expression des 
marqueurs de surface. 

C/T : collagénase seule ; C/H/T : collagénase, hyaluronidase, trypsine ; NT : Non testé 

 C/T (48) C/H/T (48) Explants (48) Explants (49) 

CD34 5,79 ± 0,21 13,61 ± 3,22 5,4 ± 2,57 0,72 

CD45 7,08 ± 1,85 15,84 ± 0,58 10,38 ± 0,08 NT 

CD44 97,69 ± 0,94 93,54 ± 0,92 93,01 ± 7,92 83,11 

CD73 67,32 ± 3,28 13,33 ± 5,02 74,47 ± 0,67 NT 

CD90 72,23 ± 3,64 28,53 ± 1,81 55,79 ± 5,95 99,30 

CD105 90,30 ± 8,16  74,19 ± 0,19 83,06 ± 2,73 96,37 
 

Il a ainsi été mis en évidence que les pics d’expression pour CD73 et CD 90 

variaient. Le traitement utilisant la collagénase et la hyaluronidase diminue 
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significativement les taux d’expression de ces marqueurs, quand ils sont comparés à 

la méthode des explants et à une autre méthode enzymatique (collagénase seule). 

Schugar a également étudié les profils d’expression et rapporté ceux de CD105, CD73, 

CD44, et CD90 à des taux de 35%, 42%, 48% et 67% respectivement, après digestion 

à la collagénase seule (50). Il a été rapporté que la méthode enzymatique collagénase 

/ hyaluronidase / trypsine donne des profils d’expression à 96% pour CD44 et 91 % 

pour CD90 (51). Entre les différentes études publiées à ce jour, les résultats pour les 

marqueurs étudiés donnent les mêmes tendances, avec cependant des pourcentages 

variés, dont les causes ne sont pour l’instant élucidées. Plusieurs pistes sont 

cependant évoquées : les méthodes de culture, le tissu de provenance des cellules 

souches ou encore la sécrétion de facteurs durant les premiers passages. 

2. Les marqueurs de pluripotence des CSM de la gelée de 

Wharton 

Les CSM-GW sont considérées comme multipotentes, mais elles expriment 

malgré tout des marqueurs de pluripotence à de faibles taux, nettement inférieurs à 

ceux présents dans les cellules souches embryonnaires. Ces facteurs que sont Nanog, 

Oct-4 et Sox-2, sont impliqués dans l’auto-renouvellement, la différenciation et la 

prolifération. Oct-4 participe à l’initiation du développement embryonnaire des 

mammifères. Il est essentiel à la formation et au maintien de la masse cellulaire 

interne. Sox-2 régule l'expression d’Oct-4 et maintient l'état pluripotent des cellules 

souches embryonnaires, alors que Nanog est requis pour le maintien d'un état non 

différencié et l’auto-renouvellement des cellules souches. L’absence ou le faible 

niveau d’expression de ces marqueurs par rapport aux CSE explique pourquoi les 

CSM-GW ne produisent pas de tératomes, comme démontré chez des souris 

immunodéficientes (52). 

Il n’y a cependant pas de consensus sur les marqueurs de pluripotence 

spécifiques des CSM-GW, les résultats étant contradictoires selon les publications. 

L’expression de ces marqueurs peut varier selon le passage auquel elle est mesurée, 

le milieu de culture, ou la concentration en O2. Ainsi, par exemple, pour ce dernier 
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facteur, une diminution de la concentration en oxygène de 21% à 5% dans la phase 

gazeuse augmente l’expression des gènes codant pour ces marqueurs (39). 

Tableau 4 : Expression des marqueurs de pluripotence des cellules souches de 
cordon ombilical (39,52). 

Marqueurs positifs Données contradictoires 

REX-2 STRO-1 

GD2 Oct-4 

SOX-2 SSEA-4 

NANOG Tra-1-60 

Tra-1-81  

SSEA-1  

DNMT3B  

GABRB3  
 

3. Les propriétés immunomodulatrices des CSM de la gelée de 

Wharton 

Au cours de ces dernières années, les cellules souches mésenchymateuses 

sont devenues des candidates envisageables en tant que modulateurs de la réponse 

immunitaire dans la maladie du greffon contre l’hôte, mais également dans le 

traitement des maladies auto-immunes. En effet, les CSM-GW sont caractérisées par 

leurs propriétés immunosuppressives. Elles sont capables de réprimer plusieurs 

fonctions, parmi lesquelles la prolifération, la production de facteurs solubles ou la 

cytotoxicité cellulaire exercée en temps normal par les lymphocytes T, B et les cellules 

Natural Killers. Cette propriété est médiée à la fois par les contacts cellulaires mais 

également par des signaux paracrines via des facteurs solubles. Ainsi, par exemple, 

les CSM de cordon n’expriment pas les antigènes de surface CD40, CD80 et CD86 

qui participent à l’activation des lymphocytes T (39). 
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Ces cellules souches sont également protégées des mécanismes de défense 

immunologiques. Elles n’expriment pas le complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) 

de classe II, ce qui leur permet d'échapper à la reconnaissance par les cellules T CD4+ 

alloréactives, tout en exprimant les molécules du CMH de classe I. Cette expression 

leur permet d'échapper à la lyse par les cellules NK. De plus, les CSM-GW n'expriment 

pas les molécules de co-stimulation requises pour l'induction des cellules T effectrices. 

Même si les CSM-MO sont considérées comme la référence dans les traitements de 

thérapie cellulaire, elles présentent de nombreuses similitudes d’un point de vue 

immunologique avec les CSM issues de cordon ombilical. Les nouvelles données 

suggèrent cependant que les CSM-GW pourraient être moins immunogènes que les 

CSM-MO, ce qui en ferait de bonnes candidates pour la transplantation allogénique 

(53). 

L’immunomodulation des CSM-GW provient de mécanismes paracrines. Ainsi 

les CSM-GW sécrètent entre-autres (39) : 

o  La prostaglandine E2 (PGE2) qui réprime la cytotoxicité dûe aux cellules NK. 

o L’indolamine 2,3-dioxygénase (IDO) qui inhibe la différenciation des 

lymphocytes T auxiliaires. 

o La cytokine anti-inflammatoire IFN-a. 

Cependant, l'impact des CSM-GW sur les lymphocytes B a été peu étudié. À ce 

jour, seules quelques études ont été rapportées (Figure 9) : en 2012, il a été rapporté 

que les CSM-GW, in vitro, sont capables d'inhiber la prolifération, la différenciation et 

la production d'anticorps des cellules B (54) ; d'autres auteurs, cependant, ont prouvé 

que les CSM-GW n’ont aucune influence sur l'activation des lymphocytes B (55). Des 

études plus approfondies sont nécessaires afin d’élucider l’impact réel sur ces 

lymphocytes. 
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Figure 9 : Effets immunomodulateurs des CSM-GW sur l'immunité innée et 
adaptative, adapté de (53). 

 
4. Croissance et différenciation des CSM-GW 

Plusieurs études ont comparé les CSM de la gelée de Wharton, avec les CSM 

de moelle osseuse, quant à leur capacité de croissance et de différenciation. Il a ainsi 

été constaté que la croissance des CSM-GW était significativement plus rapide. Cette 

caractéristique a été démontrée par le temps de doublement de population à chaque 

passage, et par l’activité métabolique des cellules. Ainsi, tel que montré sur la Figure 

10a, le nombre de jours nécessaires pour le doublement de population augmente plus 

rapidement pour les CSM-MO, atteignant onze jours, que pour les CSM-WJ (quatre 

jours au plus haut), ce qui atteste en faveur d’une croissance plus rapide. L’activité 

métabolique plus faible des CSM-MO par rapport aux CSM-WJ peut être une des 
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explications comme cela a été constaté sur une culture d’une période de vingt et un 

jours (Figure 10b).  

 

Figure 10 : Comparaison des propriétés de prolifération entre CSM-MO et CSM-GW 
(a) nombre de jours pour le doublement de population après chaque passage (b) 
Résultats de densite optique indiquant le nombre de cellules metaboliquemement 

actives (56). 
 

Il aurait pu être envisagé que cette croissance soit attribuée à un taux de cellules 

apoptotiques plus faible pour les CSM-WJ. Les taux sont cependant similaires quel 

que soit le passage et le type de cellules. La prolifération accrue retrouvée chez les 

CSM-GW est donc expliquée par d’autres facteurs, en partie intrinsèques à cette 

population. En effet, une proportion plus importante de CSM-GW que de CSM-MO se 

trouve en phase S et G2/M du cycle cellulaire, alors que l’on retrouve une plus grande 

quantité de CSM-MO en phase G0/G1. Cela est associé à des expressions différentes 

des gènes impliqués dans les transitions G1/S et G2/M. Plus spécifiquement, cette 

différence de croissance semble provenir (56) :  

- D’une sur-activation de CCND2, CDC25A, CCNA2, CCNB1, CDC28, CKS2, 

CDC20 et AURKB pour les CSM-GW.  

- D’une diminution de l’expression du gène anti-apoptotique BCL12 (impliqué 

dans le passage en phase S) et de CDKN1B (impliqué dans l’arrêt en phase 

G1) pour les CSM-MO.  

BM-MSCs grow at a slower rate compared to WJ-MSCs
The PD time in BM-MSC cultures was significantly
increased in comparison to WJ-MSCs throughout P2-
P10. Specifically, as shown in Fig. 1a, the PD time
ranged from 3.88 ± 1 days (P2) to 10.9 ± 1.7 days
(P10) in BM-MSCs versus 1.88 ± 1.18 days (P2) to 4 ±
1.6 days (P10) in WJ-MSCs (P < 0.0001). In accord-
ance with these findings are the results obtained by
the MTT assay at a representative passage (P2), which
showed that the number of metabolically active BM-
MSCs, corresponding to the obtained optical density,
remained significantly lower during the 21-day culture
period, compared to WJ-MSCs (P < 0.0001) (Fig. 1b).
Finally, the individual long-term growth curve data
depicted in Fig. 1c, clearly show the inferior prolifera-
tive potential of BM-MSCs compared to WJ-MSCs.
Taken together, these findings suggest that BM-MSCs
grow at a significant slower rate compared to WJ-
MSCs.

BM- and WJ-MSCs display similar survival characteristics
through passages
To investigate whether the difference in the growth rate be-
tween BM- and WJ-MSCs is associated with altered sur-
vival characteristics, we evaluated the proportion of
apoptotic cells at P2 and P6 by means of 7-AAD expres-
sion. No statistically significant differences were identified,
however, in the proportion of apoptotic cells (expressed as
the sum of 7-AADdim and 7-AADbright cells) between BM-
and WJ-MSCs at either P2 (8.42 ± 2.6% and 7.9 ± 1.92%, re-
spectively) or P6 (7.7 ± 4.66% and 6 ± 3.25%, respectively).
Since replicative cell senescence has been associated

with defective proliferative capacity, we investigated
whether culture-expanded BM-MSCs are more prone to
cellular senescence compared to WJ-MSCs. To this end,
we evaluated SA-β-gal activity, telomere length and
senescence-associated gene expression through passages,
as indices of cell senescence. The number of SA-β-gal-
positive cells at P2, P6 and P10 was significantly higher

a

c

b

Fig. 1 Growth characteristics of BM-MSCs and WJ-MSCs. Graph a depicts the days (mean ± 1standard deviation) for population doubling (PD) of
BM-MSCs (n = 18) and WJ-MSCs (n = 18) through passages (P). Graph b depicts the results of the optical density (mean ± 1 standard deviation)
corresponding to the number of metabolically active cells over a 21-day culture using the MTT assay in MSCs at P2. Graph c depicts the individual
long-term growth curves of BM-MSC and WJ-MSC cultures. Every cell passage is indicated by a point and the number of cumulative PDs was
calculated based on the ratio of cells seeded versus cells harvested per passage. Comparison between BM- and WJ-MSCs for PD and MTT was
performed by the two-way analysis of variance. Abbreviations: BM-MSCs bone marrow-mesenchymal stem cells, MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5 diphenyl tetrazolium bromide, WJ-MSCs Wharton’s jelly-mesenchymal stem cells

Batsali et al. Stem Cell Research & Therapy  (2017) 8:102 Page 5 of 17
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La sénescence est également une cause de la différence de prolifération entre 

ces deux populations de cellules. Les CSM-MO entrent plus rapidement en 

sénescence que les CSM-GW. La longueur des télomères, inducteur le plus probant 

dans la senescence n’est cependant pas impliquée ; la longueur n’est pas 

significativement différente entre les cellules. Plusieurs explications sont avancées. La 

première stipule qu’un gène, TP53 est régulé positivement. Ce gène est impliqué dans 

la sénescence, mais permet également d’inhiber le cycle cellulaire afin de permettre 

au génome de réparer les potentielles altérations causées à l’ADN. Par ailleurs, 

l’activité de l’enzyme β-galactosidase associée à la sénescence cellulaire (SA-b-gal) 

est plus importante pour les CSM-MO (56). 

Les aberrations génétiques peuvent altérer les cellules et leur potentiel 

thérapeutique, et les CSM-MO peuvent en développer suite à une culture à long terme. 

Les résultats concernant les CSM-GW sont à ce jour contradictoires quant à la stabilité 

du génome. Les études les plus récentes démontrent cependant que ces aberrations 

interviennent à des taux comparables quel que soit la provenance des CSM (moelle 

osseuse ou gelée de Wharton), pourvu que les conditions de culture soient identiques. 

Néanmoins, l’analyse du caryotype pour les cellules mises en culture est indispensable 

avant toute application clinique. 

De nombreuses études ont pu prouver les capacités de différenciation des 

CSM-GW vers les lignées osétocytaires, adipocytaires et chondrocytaires. Il a 

cependant été prouvé que les CSM-GW présentent une capacité de différenciation 

adipogénique et ostéogénique inférieure à celle des CSM-MO. L’implication des voies 

de signalisation WNT a été préalablement mise en évidence dans la différenciation car 

elles permettent de maintenir les cellules souches dans un état indifférencié. La 

différence entre les deux sources de CSM est probablement associée aux différences 

d’expression des molécules associées à cette voie de signalisation ; en effet vingt-cinq 

gènes sur quatre-vingt-quatre sont exprimés différemment entre les deux populations 

cellulaires (56). 
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Le potentiel de différenciation des CSM semble dépendre de l’origine tissulaire 

des CSM (Figure 11). Des chercheurs ont en effet démontré que les sources fœtales, 

amniotiques et placentaires permettent l’obtention de nombreuses CSM ayant un 

potentiel de différenciation plus poussé et un auto-renouvellement plus long que les 

cellules issues de la moelle osseuse d’un adulte par exemple (57). 

 

Figure 11 : Potentiel de différenciation des CSM-GW comparé à d'autres sources de 
CSM (53). 

C. La thérapie cellulaire 

La thérapie cellulaire repose sur des techniques à but thérapeutique qui 

consistent à remplacer des cellules déficientes ou non présentes dans le corps humain 
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par des cellules saines. Il s’agit d’une greffe de cellules souches, qui peuvent être 

prélevées : 

• Sur la personne malade. On parle alors d’autogreffe. 

• Sur un autre individu. On parle alors d’allogreffe. 

Les premières greffes cellulaires ont été pratiquées dans les années 1950 dans 

le cadre d’allogreffes suite à des irradiations accidentelles ou dans des traitements 

anticancéreux (par autogreffe et allogreffe). A la fin des années 1980, la première 

greffe est effectuée avec des cellules souches sanguines, puis en 1988, les cellules 

souches issues du sang de cordon sont utilisées. Il faut attendre 1995 et l’amélioration 

des techniques afin d’assister à la greffe de cellules amplifiées en culture. 

Une fois le prélèvement effectué, les cellules passent par une étape de 

purification afin de ne conserver qu’un seul type cellulaire. Dans le cadre d’une maladie 

génétique, si les cellules proviennent d’une autogreffe, celles-ci nécessitent d’être 

reprogrammées, par transfert de gène ; cette opération associe donc thérapie génique 

et thérapie cellulaire. Les cellules souches sont ensuite amplifiées, il faut en effet des 

millions de cellules avant des pouvoir les réimplanter chez le malade au niveau du 

tissu ou du groupe de cellules non fonctionnel. 

La greffe a deux vocations thérapeutiques potentielles : 

• La régénération du tissu pathologique, avec la capacité de différenciation des 

cellules souches mais aussi par le biais de la sécrétion de cytokines, ou de 

facteurs de croissance. Les applications potentielles concernent l’infarctus du 

myocarde, la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO), la cirrhose, 

l’arthrose ou encore le diabète (Figure 12). 

• L’immunomodulation, au cours de laquelle les cellules souches peuvent 

induire une réduction de l’inflammation et agir sur la réponse immunitaire. En 

effet, après injection, elles se dirigent préférentiellement vers le lieu de 

l’inflammation, et produisent des facteurs notamment IL-6, Il-10, PGE-2, TGFb, 

IFNg afin d’y exercer une action immunomodulatrice. Ainsi, des maladies telles 
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que la réaction du greffon contre l’hôte (GvHD), la maladie de Crohn, la 

polyarthrite rhumatoïde ou la sclérose en plaques pourraient être traitées 

(Figure 12). 

 

Figure 12 : Mécanismes d'action et rôle potentiel des CSM (58). 

 
Tableau 5 : Avantages et inconvénients des différents types de greffe de CSM (59). 

 Avantages Inconvénients 

Autogreffe • Absence de GvHD 
à Risque nul de rejet 

• Nécessité de prélever un nombre 
suffisant de cellules 

Allogreffe • Effet GVL1 
à Réaction du greffon contre la 
maladie 

• Reformation d’un système 
immunitaire 

• Immunogénicité  

• Sécurité virale 

  

Jusqu’à récemment, les cellules souches multipotentes, étaient étudiées afin de 

pallier différents types cellulaires déficients ou insuffisamment nombreux. 

 

1  Effet GVL (Graft versus Leukemia) : Effet positif lors d’une greffe, au cours duquel les 
lymphocytes, éliminent les cellules tumorales 
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L’amélioration des connaissances concernant ces cellules permet aujourd’hui 

d’envisager leur utilisation dans la modulation de la cicatrisation, de la réparation 

tissulaire, de la réponse immunitaire mais également de la mort cellulaire. Le 

phénomène de homing, soit la capacité de migrer vers le site défectueux a en effet été 

mis en évidence et est aujourd’hui exploité dans la recherche sur les thérapies 

cellulaires (60). 

Afin d’étudier les applications cliniques potentielles des CSM-GW, de nombreux 

essais cliniques de thérapie cellulaire sont menés. Un essai clinique est une recherche 

biomédicale organisée en vue de l’évaluation d’une substance médicamenteuse chez 

l’Homme. L’objectif de ces essais est d’établir ou de vérifier certaines données 

pharmacocinétiques (modalités de l’adsorption, de la distribution, du métabolisme et 

de l’excrétion du médicament), pharmacodynamiques (mécanisme d’action), et 

thérapeutiques (efficacité et tolérance), d’une substance médicamenteuse nouvelle 

qui doit être plus efficace ou au moins aussi efficace qu’une autre. Afin de garantir 

l’authenticité et la qualité des informations recueillies, les essais cliniques doivent 

suivre les Bonnes Pratiques Cliniques (BPC), dont la dernière version du texte français 

date du 24 novembre 2006. 

On distingue quatre phases : 

• Phase I : Étude de la première administration chez l’homme, sain, permettant 

d’évaluer la tolérance humaine ou dose maximale tolérée. 

• Phase II : Étude de l’efficacité pharmacologique sur une population malade, 

permettant la définition des modalités thérapeutiques, de la dose optimale 

(posologie, rythme, durée utilisée en phase III) ainsi que des symptômes 

traduisant l’effet thérapeutique et les effets indésirables. 

• Phase III : Menée sur une population malade, étude de l’efficacité thérapeutique 

et de la tolérance du produit comparée à un placebo ou un médicament de 

référence traduisant le rapport bénéfice/risque du médicament considéré. 

• Phase IV : Après la mise sur le marché, durant la période d’utilisation 

thérapeutique, cette phase permet d’approfondir les connaissances sur le 
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médicament, d’identifier les effets indésirables rares, ainsi que d’adapter les 

posologies aux cas particuliers non pris en compte durant les phases II ou III. 

Avant le début de l’essai clinique, celui-ci doit être répertorié dans un registre 

public référencé par l’organisation mondiale de la santé (OMS), accessible 

gratuitement au public sur Internet notamment, sur le site américain 

www.clinicaltrials.gov ou le site européen www.clinicaltrialsregister.eu.  

Une recherche sur le site www.clinicaltrials.gov (recherche des termes 

« wharton jelly mesenchymal» ou « umbilical cord mesenchymal » ou « wharton 

mesenchymal » après exclusion des essais utilisant du sang de cordon) a permis de 

dénombrer, au 8 avril 2020, 205 études cliniques portant sur le traitement du diabète 

et ses complications, de la dystrophie musculaire de Duchenne, de l’arthrose, de la 

cirrhose, de l’autisme, de maladies auto-immunes telles que le lupus, ou la sclérose 

en plaques entre autres (Figure 13). La plupart des essais cliniques sont en phase I, 

phase II ou à l’interface phase I/phase II (Figure 14). De nombreux pays conduisent 

aujourd’hui des essais cliniques basés sur l’utilisation des CSM-GW, soulignant le 

potentiel des cellules souches. La grande majorité de ces essais est menée en Chine 

(Figure 15). 

La majorité des études concerne les pathologies neurologiques, 

pneumologiques, et endocrinologiques mais s’intéresse à d’autres domaines dont la 

cardiologie ou l’hématologie. Parmi les maladies les plus citées se trouvent le diabète 

et ses complications, la cirrhose, l’arthrose, le lupus, la maladie de Parkinson, ou 

l’infarctus du myocarde. La diversité des pathologies traitées souligne le fait que ces 

essais misent sur la variété des modalités d’action de ces cellules. Les essais 

s'appuient ainsi autant sur les propriétés immunomodulatrices, anti-inflammatoires des 

cellules souches, mais également sur leur capacité de différenciation vers les 

différentes lignées cellulaires. Une large majorité des essais porte sur des maladies 

dont les mécanismes sont connus et établis depuis de nombreuses années. Plusieurs 

essais se basent cependant uniquement sur les propriétés potentielles des CSM-GW, 

lorsque les mécanismes de la maladie sont peu ou partiellement élucidés, soulignant 
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ainsi le potentiel attendu de ces cellules. Ainsi, par exemple dans le cas du virus 

SARS-CoV-2, 12 essais cliniques peuvent être comptabilisés au 19 juin 2020, 

démarrés en moins de trois mois sur trois continents. 

Figure 13 : Nombre d’essais cliniques en fonction des indications 
thérapeutiques (Source : www.clinicaltrials.gov, au 8 avril 2020). 
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Figure 14 : Nombre d’essais cliniques en fonction de la phase dans laquelle ils se 
trouvent (Source : www.clinicaltrials.gov, au 8 avril 2020). 

 

Figure 15 : Nombre d’essais cliniques en fonction de leur localisation (Source : 
www.clinicaltrials.gov, au 8 avril 2020). 

 

À ce jour, seules quelques études ont publié leurs résultats concernant 

certaines applications thérapeutiques des CSM-GW. 
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Cirrhose et ses complications (59) : 110 patients présentant une cirrhose 

décompensée en lien avec le virus de l’hépatite B (VHB) ont reçu un traitement médical 

conventionnel combiné avec trois perfusions IV de CSM-GW à une dose de 0,5 à 1,0 

x106/kg, avec un intervalle de quatre semaines entre chaque cure. Le groupe contrôle 

recevait en parallèle un traitement médical conventionnel. Tous les participants ont été 

suivis durant quatre-vingt mois. Aucune complication, ni effet secondaire n’ont été 

constatés chez les patients traités avec les CSM-GW, et chez ce même groupe le taux 

de survie a été supérieur pendant la période de suivi. Il a été conclu au cours de cette 

étude que ces cellules pouvaient être envisagées comme une nouvelle approche dans 

le traitement de cette maladie. 

Insuffisance cardiaque (61) : Durant cet essai randomisé de phase I/II en double 

aveugle, les patients présentant une insuffisance cardiaque ou une fraction d’éjection 

réduite ont reçu par voie IV une perfusion de CSM-GW ou de placebo. Ils ont par la 

suite été suivis sur douze mois. Les patients traités avec les CSM-GW n’ont pas 

présenté d’effets secondaires ni d’allo-anticorps dirigés vers les CSM-GW, indiquant 

qu’il n’y a pas de réponse immunitaire humorale. Ce traitement a significativement 

amélioré la fonction ventriculaire gauche ainsi que la qualité de vie des patients traités. 

Sclérose en plaques (62) : Cet essai, mené sur une durée d’un an, a reposé sur 

l’injection intraveineuse de doses de 20x106 CSM-GW sur sept jours et a compris vingt 

patients. Aucun effet secondaire sérieux n’a été constaté, seuls maux de tête et fatigue 

ont été relevés. L’amélioration des symptômes a été constaté après un mois sur la 

sclérose en plaques, mais également sur le dysfonctionnement de la vessie, des 

intestins, la marche, les fonctions motrices des membres supérieurs et plus 

généralement une amélioration de la qualité de vie. Une IRM du cerveau et de la 

moelle épinière cervicale a permis de mettre en évidence des lésions inactives chez 

83,3% des sujets après un an. 
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D. Ingénierie tissulaire 

L’ingénierie tissulaire est un domaine multidisciplinaire, qui associe les principes 

et les techniques de la biologie avec les sciences de l’ingénieur. Son objectif est de 

développer des substituts biologiques capables de restaurer, maintenir ou améliorer 

la fonction des tissus ou parties déficientes du corps pouvant être endommagés 

notamment par un trauma, une maladie congénitale ou un cancer. Cette discipline est 

ainsi associée à une forme de médecine régénératrice. Elle fournit des structures 

fonctionnelles pour la réparation tissulaire et l’étude du comportement des cellules 

souches, mais également des modèles pour l’étude de nombreuses maladies. Cette 

technologie repose sur l’association de cellules réparatrices, de biomatériaux 

développés par l’ingénierie des matériaux, ainsi que des molécules biologiquement 

actives telles les facteurs de croissance ou les protéines d’adhésion cellulaire (63). 

Le principal inconvénient de la culture de cellules est qu’en dehors du corps, 

elles ne s’assemblent pas inévitablement en organe tridimensionnel. In vivo, 

l’environnement est plus complexe, car il repose sur de nombreux signaux d’origine 

chimique, mécanique ou électrique. Ces signaux émis entre cellules permettent la 

formation, le maintien ou la régénération des organes. Le challenge est donc de 

reproduire au plus près les conditions naturelles in vitro. La manière la plus proche de 

s’en approcher est d’élaborer un environnement tridimensionnel sous la forme d’une 

matrice (ou scaffold, signifiant échafaudage en anglais) poreux. L’association d’un 

scaffold, de facteurs de croissance et de cellules constitue la triade de l’ingénierie 

tissulaire. La cellule synthétise le tissu pendant que le scaffold fournit le 

microenvironnement adéquat à l’acquisition de fonctions cellulaires et à la prolifération. 

Le scaffold consiste en une matrice extracellulaire artificielle utilisée pour 

accompagner la prolifération et la différenciation cellulaire. Il est donc primordial de 

mimer les fonctions physiologiques de la matrice extracellulaire biologique afin de 

préserver la capacité des cellules à se différencier vers différents phénotypes, mais 

également en vue de combler la lésion tissulaire. Ils sont synthétisés avec des 

matériaux synthétiques tels que l’acide poly-L-lactique (PLLA) ou l’acide polyglycolique 
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(PGA), mais également naturels comme des protéines (soie, collagène, gélatine…), 

des polysaccharides (cellulose, chitine…), ou des polynucléotides. Ils doivent répondre 

à des propriétés qui sont énumérées dans le tableau ci-dessous (Tableau 6) (64). 

Tableau 6 : Propriétés idéales des scaffolds utilisés en ingénierie tissulaire (65,66). 

Biocompatibilité Permettre l’adhésion et l’activité cellulaire normale 
Doivent induire réponse immunitaire minimale 

Biodégradation Biodégradables afin de permettre aux cellules de produire leur 
propre matrice extra-cellulaire (MEC) 
Le produit de dégradation doit être non toxique et facilement 
éliminé par le corps 
La dégradation doit s’effectuer par des enzymes ou une 
réaction biologique du corps 
La dégradation doit être contrôlée :  

• Trop rapide : risque de rupture mécanique. 

• Trop lente : risque de réponse inflammatoire. 

Propriétés 
mécaniques  

Propriétés mécaniques compatibles avec le site anatomique 
dans lequel ils doivent être implantés.  

Þ Pour l’os par exemple, le biomatériau doit posséder un 
module de Young, une résistance à la compression et à 
la fatigue équivalents à ceux de l’os 

Suffisamment résistants afin de permettre une manipulation 
chirurgicale lors de l'implantation. 

Architecture  Poreux afin d’assurer la diffusion interne des nutriments et des 
cellules au sein de la MEC, et externe des déchets 

Þ Macropores pour la croissance vasculaire et tissulaire 
ainsi que l’invasion du système vasculaire. 

Þ Micropores pour avoir une surface de contact suffisante 
et stimuler ainsi le contact entre les cellules et le 
biomatériau. 

 

Dans un premier temps, en fonction de la lésion à réparer, il est nécessaire 

d’identifier la source de cellules qu’elle soit autologue ou allogénique avant d’effectuer 

le prélèvement. Ces cellules sont alors mises en culture afin qu’elles se multiplient et, 

ou se différencient vers la lignée souhaitée. Une fois le nombre de cellules suffisant, 

elles sont associées à une matrice, isolée ou synthétisée, qui constituera un système 
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ouvert si on souhaite une croissance cellulaire en son sein, ou fermé si elles sont 

directement intégrées telles quelles. Une fois uniformément associées au matériau, 

les cellules poursuivant leur prolifération cellulaire sont cultivées de manière 

dynamique dans un bioréacteur. Cela permet de faciliter la maturation des 

biomatériaux cellularisés par le biais d’échanges gazeux et d’ajouts de nutriments, et, 

éventuellement, de facteurs de croissance ou de différenciation. Le tissu peut alors 

être réimplanté chez le patient en lieu et place de celui à reconstruire (Figure 16). 

Cette thérapie diffère des traitements classiques, qui reposent sur le 

remplacement définitif du tissu ou de l'organe lésé par une prothèse, sur une 

reconstruction chirurgicale, sur une transplantation ou sur un traitement 

médicamenteux. Les inconvénients qui incombent à ces thérapies plus 

conventionnelles expliquent l’essor de la recherche en ingénierie tissulaire. 

L’ingénierie tissulaire présente l’avantage de s’affranchir du manque de donneurs. 

Cela permet ainsi d’éviter les problèmes habituels liés aux greffes, en termes 

d’histocompatibilité, de fonctionnalité, ainsi que de rejet immunitaire. L’utilisation de 

cette approche permettrait d’offrir une solution durable à des problèmes cliniques 

variés. 
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Figure 16 : A) Modèle classique de l'ingénierie tissulaire, B) Approche de l'ingénierie 
tissulaire pour le développement de modèles in vitro, d’après (67). 
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Technique développée depuis les années 1990, car tirant partie des avancées 

concomitantes en biologie par les spécialistes des biomatériaux et en génie des 

procédés, l’ingénierie tissulaire tend à se développer dans différents domaines. Les 

applications de cette technologie concernent de nombreux organes tels que la peau, 

le tissu neural, ophtalmique, le cœur, ainsi que l’os et le cartilage. On trouve 

aujourd’hui de nombreuses applications de ces techniques, dont les exemples 

suivants : 

• Régénération tissulaire et greffe de peau en tant qu’alternative de traitement 

aux brûlures (66). 

• Réalisation de cornées artificielles à base de collagène pour les personnes 

atteintes de cécité (68). 

• Recherches sur la régénération du foie ou de la vessie (69). 

• Réparation et régénération d’os endommagés ou malades (65). 

La plupart de ces applications utilisent des cellules souches déjà engagées 

dans un processus de différenciation. Ces cellules natives du tissu ciblé sont simples 

d’utilisation notamment vis-à-vis du rejet immunitaire en cas de prélèvement autologue 

et sont capables pour la plupart de former une matrice propre au tissu. Cependant, 

certaines limites existent, notamment le souci du nombre de cellules disponibles que 

le prélèvement soit autologue ou allogénique (dû au manque de donneurs). Par ailleurs 

elles peuvent se dédifférencier au cours de leur culture et comme les chondrocytes, 

devenir fibroblastiques et perdre l’expression de protéines matricielles spécifiques 

(70). L’utilisation de cellules souches mésenchymateuses en ingénierie tissulaire est 

ainsi en pleine expansion. Ces cellules disponibles en grand nombre après culture, 

permettent de s’affranchir des problèmes éthiques par rapport à des cellules plus 

précoces, possèdent une faible immunogénicité et leur activité paracrine participe à la 

réparation tissulaire. 

Des essais cliniques utilisant les CSM pour la régénération tissulaire sont 

actuellement menés dans différents domaines ; on dénombre ainsi, au 8 avril 2020, 

quarante-neuf essais cliniques enregistrés utilisant des cellules souches, dont quinze 
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utilisant des cellules souches issus de cordons ombilicaux. La majorité d’entre eux 

utilisent les cellules issues de moelle osseuse (Figure 17). On retrouve actuellement 

des recherches dans la régénération tissulaire car ces cellules sécrètent de nombreux 

facteurs de croissance nécessaires dans le processus de cicatrisation et grâce à leur 

capacité de différenciation en fibroblastes, cellules épithéliales et endothéliales (71). 

De la même manière, leur utilisation est envisagée dans la régénération du cartilage, 

car la capacité de différenciation en chondrocytes est favorable (72). Actuellement, 

cinq essais cliniques sont terminés et ont rendu des résultats encourageants ; l’un 

d’entre eux a été conduit sur des femmes souffrant d’infertilité lié à des adhérences 

utérines, au cours duquel des CSM-GW ont été associées à un scaffold de collagène 

(73). 

Figure 17 : Nombre d'essais cliniques utilisant les CSM en ingénierie tissulaire 
(Source : www.clinicaltrials.gov, au 8 avril 2020). 
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III. CULTURE ET PRODUCTION DES CSM DE LA GELEE DE 

WHARTON 

A. Production des médicaments à base de cellules souches 

Malgré le nombre important d’essais cliniques, seuls dix-sept médicaments à 

base de CSM sont sortis sur le marché à ce jour, dont onze sont des thérapies 

allogéniques, et six sont utilisés dans des thérapies autologues (Tableau 7). La 

majorité de ces traitements sont constitués de cellules souches mésenchymateuses 

issues de la moelle osseuse humaine, ou encore par des cellules stromales 

mésenchymateuses du tissu adipeux. Cependant on assiste aujourd’hui à l’utilisation 

croissante de cellules dérivées du placenta ou du cordon ombilical dont la gelée de 

Wharton durant ces dernières années. 

La production de ces traitements est confrontée actuellement à un défi de taille : 

le passage de la culture en laboratoire à la culture industrielle. Les systèmes de culture 

doivent en effet répondre à des intérêts économiques, à savoir être rentables tout en 

produisant des thérapeutiques de qualité. Ils doivent également satisfaire les 

exigences réglementaires et garantir la sécurité du patient. Leur simplicité d’utilisation 

pour les opérateurs est requise, de même que leur reproductibilité lot après lot. 

L’accent est, à ce jour, mis sur des cultures permettant des rendements cellulaires 

importants. Cependant une autre piste est explorée afin de réduire la taille des lots 

ainsi que les coûts, qui repose sur les capacités intrinsèques des cellules. En effet, 

avec une meilleure compréhension de leur mécanisme d'action, il serait possible 

d'orienter la production vers des cellules présentant les attributs qualité attendus, 

minimisant ainsi la quantité de cellules nécessaire dans une dose.  

Les deux thérapies, autologue et allogénique, ont une approche similaire dans 

leur fabrication : un upstream process (USP), un downstream process (DSP), la 

formulation, et les opérations de conditionnement (Figure 18). Les opérations typiques 

d’USP comprennent notamment la création d’une Master Cell Bank (MCB) et d’une 
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Working Cell bank (WCB), l’ensemencement des cellules et leur expansion à plus 

grande échelle. Le DSP consiste à isoler et purifier le composant actif souhaité. Il 

comprend la récolte des cellules, le détachement des cellules de leur surface 

d’adhésion, leur séparation, leur lavage ainsi que les opérations de concentration et 

de changement de milieu. 
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Tableau 7 : Médicaments à base de CSM actuellement commercialisés. 

Produit Entreprise Source de CSM Pays d’autorisation de 
mise sur le marché 

Indication 

AllostemÒ Allosource Matrice osseuse 
déminéralisée avec CSM 
adipeuse, Allogénique 

Etats-Unis Réparation et régénération 
osseuse 

AlofiselÒ Takeda / TiGenix CSM adipeuse, Allogénique Union Européenne Fistule périanale chez patients 
atteints de maladie de Crohn 

BIO4Ò Osiris 
Therapeutics 

CSM-MO, Allogénique Etats-Unis Réparation et régénération 
osseuse 

CardioRelÒ Reliance Life 
Science 

CSM et CMN-BM, Autologue Inde Infarctus du myocarde aigu 

CartistemÒ Medipost CSM issu du sang de cordon 
ombilical, Allogénique 

Corée du Sud Arthrite dégénérative 

CupistemÒ Anterogen CSM adipeuse, Autologue Corée du Sud Maladie de Crohn 

GrafixÒ Osiris 
Therapeutics 

Membrane placentaire 
cryoconservée avec CSM 
placentaires 

États-Unis Plaies aigues et chroniques 

HearticellgramÒ-AMI FCB Pharmicell CSM-MO, Autologue Corée du Sud Infarctus du myocarde aigu 
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Neuronata-RÒ Corestem CSM-MO, Autologue Corée du Sud Sclérose latérale amyotrophique 

OssronTM RMS CSM-MO, Autologue Corée du Sud Régénération osseuse 

OsteocelÒ Plus NuVasive CSM et cellules 
ostéoprogénitrices, 
Allogénique 

États-Unis Régénération osseuse de la 
colonne vértébrale 

ProchymalTM / 
TemcellÒ HS 

Mesoblast / JCR 
Pharmcaceuticals 

CSM-MO, Allogénique Canada, Nouvelle-
Zélande, Japon 

GvHD 

QueenCellÒ Anterogen CSM adipeuse, Autologue Corée du Sud Régénération du tissu adipeux 
sous-cutané 

StempeucelÒ Stempeutics CSM-MO, Allogénique Inde Ischémie critique des membres 
inférieurs dans la maladie de 
Buerger 

StravixÒ Osiris 
Therapeutics 

Tissu placentaire 
cryoconservé avec CSM-GW 

États-Unis Faciliter la réparation naturelle 
des plaies 

Trinity EliteÒ Orthofix CSM-MO, Allogénique États-Unis Orthopédie 

Trinity EvolutionÒ Orthofix Matrice osseuse 
déminéralisée avec CSM, 
Allogénique 

États-Unis Déficiences musculosquelettique 



 62 

 

Figure 18 : Production de produits de thérapie cellulaire autologue et allergénique, d’après (74).  
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B. Upstream Process 

5. Isolement des CSM-GW 

Préalablement à la loi relative à la bioéthique du 7 juillet 2011, le cordon 

ombilical était considéré comme un « déchet opératoire ». L’article L-1241-1 du code 

de la santé publique spécifie depuis les conditions d’utilisation des cellules issues du 

cordon ombilical. Ainsi la femme doit donner son consentement écrit durant la 

grossesse en vue d’un don gratuit et anonyme, et être informée des finalités 

d’utilisation. Ce consentement peut être révoqué à tout moment tant que le 

prélèvement n’a pas eu lieu. Le don de cordon ne peut être effectué qu’à des fins 

thérapeutiques ou scientifiques. (75). 

Il n’existe pas de protocole standard afin d’isoler les CSM-GW. Le cordon 

ombilical est généralement utilisé frais. Cependant, il a été démontré que, suite à sa 

congélation, il était également possible d’obtenir un nombre de cellules suffisant (76). 

Deux protocoles ont été décrits dans la littérature (Figure 19) : 

• Méthode des explants (77)  

Il s’agit d’une méthode non enzymatique reposant sur les capacités de migration 

des CSM-GW, ainsi que sur leur adhérence au plastique. Après retrait des vaisseaux, 

la gelée de Wharton est découpée en tronçons de 2 à 3 mm de diamètre qui sont 

placés dans une boite de Pétri en présence d’un milieu de culture, supplémenté de 

10% de sérum et d’antibiotiques. Les cellules migrent spontanément vers le fond de la 

boîte et commencent à se multiplier. Le milieu de culture est changé tous les deux 

jours, et la culture dure jusqu’à atteindre 80 à 90% de confluence. A l’issue de celle-

ci, ces CSM constituent une population P0. 

• Méthode enzymatique (78) 

Cette méthode repose sur la digestion enzymatique de la gelée de Wharton à l’aide 

de la collagénase (type I, II ou B), pouvant être associée à la hyaluronidase et/ou à la 

trypsine. La collagénase est une enzyme isolée de Clostridium histolyticum et dégrade 
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le collagène. La trypsine est une enzyme protéolytique qui agit sur les protéines 

d’adhésion cellulaire. La hyaluronidase catalyse quant à elle l’hydrolyse des acides 

hyaluroniques, composants de la gelée de Wharton. La durée de mise en contact avec 

l’enzyme est un paramètre critique et, selon les protocoles, dure de 30min à 16h. Les 

débris tissulaires non souhaités sont ensuite séparés des cellules en faisant passer 

ces dernières à travers des filtres ayant des pores allant de 70 à 100µm. Les cellules 

souches récupérées constituent la population P0. 

Il est également possible de combiner les deux méthodes avec un protocole de 

dissociation mécano-enzymatique (78). 

Figure 19 : Méthodes d'isolement de CSM-GW : Isolement et expansion de CSM, 
dérivées d’explants de gelée de Wharton ou dissociés par voie enzymatique, dans 

un milieu exempt de xéno-contaminants défini pour les CSM, suivis de leur 
caractérisation, notamment en recherchant leur capacité de différenciation 

endothéliale, ostéogénique, chondrogénique, pour une utilisation dans différents 
contextes cliniques de médecine régénérative et reconstructive, d’après (79). 

 

Ces différentes méthodes permettent de récupérer entre 1 et 5x105 cellules en 

fonction des protocoles utilisés. Aucune technique d’isolation cellulaire n’est à ce jour 

considérée comme un standard, chacune permettant d’isoler des CSM de 

caractéristiques semblables. La méthode des explants présente néanmoins plusieurs 

avantages lorsqu’elle est comparée à la méthode enzymatique. Elle semble dans un 

Explants GW

Dissociation 
mécanique

Dissociation 
enzymatique

CO

GW

Cellules de GW 
suspendus

Isolation cellulaire 
et expansion des 

CSM

Di
ffé

re
nc

ia
tio

n 
os

té
og

én
iq

ue
Di

ffé
re

nc
ia

tio
n 

ch
on

dr
og

én
iq

ue

Différenciation 
endothélialeÀ P2

Ingénierie 
tissulaire os

Chirurgie 
reconstructive

Réparation vasculaire

Ingénierie 
tissulaire du 

cartilage

Comparé aux CSM-GW développées depuis 
P0 dans des conditions de différenciation 

endothéliales

CSM Différenciation 
adipogénique

Chirurgie 
reconstructive



 65 

premier temps être la plus efficace en termes de rendement et de viabilité cellulaire, 

ce qui est un argument à prendre en compte pour la production à grande échelle, qui 

doit être la plus efficiente possible. L’expression plus importante de facteurs de 

croissance, notamment bFGF qui régule l’auto-renouvellement et la différenciation 

ostéogénique et chondrogénique, ainsi que de gènes liés au cycle cellulaire, est à 

l’origine de cette constatation (81). Le temps de doublement de population est 

significativement plus long pour la méthode enzymatique. Ceci est particulièrement 

vrai pour les premiers passages, comme constaté sur la Figure 20. Après P5, les 

temps de doublement de population ont tendance à être proches quelle que soit la 

méthode d’isolation. Il s’agit également du moment où cette durée a tendance à 

augmenter à chaque passage et correspond au déclin des capacités de prolifération 

des cellules (82). De plus l’utilisation d’enzymes peut entraîner des dommages 

cellulaires et diminuer la viabilité des CSM. 

 
Figure 20 : Temps de doublement de population des CSM-GW isolées par méthode 

enzymatique et des explants (82). 
 

L’utilisation clinique, notamment allogénique, des CSM-GW nécessite de 

pouvoir les stocker au sein de banques cellulaires à plus ou moins long terme, par le 

biais de la congélation. La composition du milieu cryoprotecteur, le protocole de 
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congélation et de décongélation, ainsi que la méthode d’isolement des cellules ne 

doivent cependant pas porter atteinte à la viabilité ainsi qu’aux fonctionnalités 

cellulaires. La majorité des protocoles utilisés emploient du DMSO comme principal 

cryoprotecteur ; il traverse la membrane plasmique et prévient la formation de cristaux 

de glace par la formation de liaisons hydrogènes stables avec les molécules d’eau. Ce 

composant est cependant hautement toxique et difficilement extrait après rinçage. À 

ce jour, de nouveaux milieux de congélation voient le jour à base de cryoprotecteurs 

non-pénétrants (par exemple glucose, saccharose), et de cryoproteteurs 

intracellulaires (par exemple éthylène glycol, glycérol, méthanol) (83). 

6. Culture cellulaire 

La principale différence entre la production allogénique et autologue réside dans 

le nombre de doses générées dans chaque lot durant la phase d’expansion cellulaire, 

ce qui impacte le nombre de patients pouvant être traités. L’approche autologue 

génère plusieurs lots de petite taille, chacun permettant l’obtention d’une ou plusieurs 

doses pour un seul patient. Au contraire, l’approche allogénique permet la génération 

de nombreuses doses pouvant être administrées à plusieurs patients, celles-ci étant 

produites dans un seul lot de taille importante. La thérapie cellulaire allogénique 

semble être la plus rentable actuellement car elle permet d’atteindre un nombre de 

doses suffisant pour amortir les coûts liés aux consommables, ainsi que ceux liés au 

contrôle qualité. Plusieurs analyses technico-économiques ont démontré cependant 

que l’USP, et en particulier l’expansion des cellules souches constitue le coût principal 

de la production (84–86). La découverte chaque année de nouvelles propriétés laisse 

envisager des applications thérapeutiques de plus en plus poussées grâce aux cellules 

souches mésenchymateuses. La production de ces traitements requiert néanmoins 

une quantité importante de cellules répondant à des critères qualité spécifiques. Cela 

nécessite une expansion à grande échelle de ces cellules, ces dernières devant 

pouvoir se différencier de manière efficace tout en restant fonctionnelles.  
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a. Culture monocouche 

Les méthodes d’expansion et de maintien des cellules souches reposent depuis 

leur mise en évidence sur des techniques de culture en deux dimensions ou 

monocouche, utilisant des boîtes en matière plastique dédiées à la culture cellulaire. 

Cette culture exige un « repiquage » régulier afin d’assurer l’auto-renouvellement des 

cellules. L’espace nécessaire pour produire un nombre suffisant de cellules pour 

constituer une dose thérapeutique est par conséquent difficilement compatible avec la 

culture à grande échelle, et en particulier pour la thérapie allogénique. 

Les systèmes de culture en 2D ont été perfectionnés au fur et à mesure des 

avancements de la recherche (Figure 21). L’absence de monitoring en cours de culture 

est leur principale limite. Les plus basiques consistent en des boîtes de Pétri ou flacons 

de culture, de par leur simplicité d’utilisation et leur faible coût. Cependant, le nombre 

de cellules récupéré est faible et le risque de contamination à chaque changement de 

milieu est élevé. Afin de pallier ces inconvénients, des systèmes plus perfectionnés 

ont vu le jour et consistent en des récipients multicouches. Ceux-ci permettent de 

réduire le rapport volume sur ratio et ainsi d’optimiser le rendement cellulaire. Certains 

récipients sont développés en système fermé, limitant ainsi le risque de contamination 

à chaque passage. Leur encombrement à grande échelle, et le temps qu’il faut 

consacrer à l’entretien des cultures peut néanmoins être un frein à leur utilisation ou 

nécessiter une automatisation (87).  
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b. Culture tridimensionnelle 

Afin d’atteindre le nombre de cellules requis dans un lot de production pour 

thérapie allogénique, il est nécessaire de se concentrer sur l’optimisation des cultures 

cellulaires, et plus particulièrement sur les alternatives à la culture en monocouche. Il 

est estimé que certaines indications nécessiteraient jusqu’à 109 cellules par dose. Afin 

d’atteindre les demandes commerciales pour ces thérapies à haute dose, un lot doit 

représenter 1012 à 1013 cellules. Cela représente entre 10 000 et 100 000 chambres 

de culture à 10 plateaux, alors que l’on évalue de 50 à 100 chambres du même type 

pouvant être gérées en même temps au maximum (85). Le nombre de cellules obtenu 

à l’issue d’une culture est conditionné par la densité cellulaire à la récolte ainsi que par 

la surface occupée par les cellules. Il faut donc maximiser ces deux paramètres 

lorsque l’échelle est augmentée. Des bioréacteurs à plateaux ou contenant des 

microporteurs sont des alternatives envisageables pour une production industrielle 

(Figure 22). 

Systèmes de culture en 2D

Plaque multi-puitsBoite de Pétri Flacon de culture 
cellulaire

Chambres de 
culture à plateaux

Chambres de culture 
en système fermé

Figure 21 : Classification des systèmes de culture monocouche. 
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Figure 22 : Illustration d'une courbe en S de performance relative entre plusieurs 
technologies de thérapie cellulaire. Les limites de chaque courbe en S correspondent 
à la quantité de cellules atteinte par la plus petite et la plus grande taille de chaque 

technologie, par l'utilisation du nombre maximum d'unités (80 pour les planaires et 8 
pour les microsupports). L'axe des X représente qualitativement l'effort de R&D d’une 

entreprise utilisant actuellement des flacons de culture cellulaire, pour passer à 
d'autres technologies d'expansion cellulaire (85). 

 

La mise à l’échelle du laboratoire à l’industrie se tourne, entre autres, vers 

l’utilisation de bioréacteurs mettant en suspension des microporteurs ou des agrégats ; 

il s’agit de la culture tridimensionnelle (Figure 23). Celle-ci permet l’obtention d’un plus 

grand nombre de cellules dû à une densité de culture plus importante, réduisant ainsi 

le coût des consommables. L’utilisation de bioréacteurs permet un contrôle en cours 

de culture car il est possible de récupérer des échantillons à tout moment. Le suivi du 

processus d'expansion est ainsi analysé hors ligne par cytométrie en flux. Les 

caractéristiques fonctionnelles des CSM devant être conservées, le temps de 
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doublement de population est attentivement surveillé, et le nombre de passages est 

minimisé (87). L’utilisation de 60 récipients de culture monocouche, chacun ayant 10 

étages permet de récupérer un volume de 30 L et d’envisager 200 doses de 50 millions 

de cellules. À titre de comparaison, un bioréacteur de 250 L permet d’obtenir une 

densité cellulaire de 1 million de cellule par millilitre, soit 5000 doses de 50 millions de 

cellules (88). 

Figure 23 : Bioréacteurs adaptés à l'expansion des CSM (89) 
 

La culture opérée sur microporteurs dans des bioréacteurs agités régulés en 

continu constitue une alternative prometteuse aux cultures en deux dimensions. Il 

s’agit d’une opération unitaire qui réunit culture en simple couche et culture en 

suspension. En effet, la surface du microporteur permet la croissance cellulaire de la 

même manière qu’en condition stationnaire. Leur mobilité au sein du milieu de culture 

permet également d’assurer l’homogénéité du système et de mimer l’environnement 

in vivo. La sélection du microporteur adapté, ainsi que les conditions opératoires 
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optimales doivent être estimées au mieux afin de pouvoir les utiliser dans la production 

de cellules souches. 

Les microporteurs, généralement sphériques, fournissent une surface de 

contact importante par rapport au volume disponible, dans le cadre d’un procédé 

d’expansion cellulaire réalisé dans un bioréacteur contrôlé. Ainsi, par exemple, 3 

mg/ml de microporteurs de type Cytodex 1 fournissent une surface de 1.32 x 104 cm2 

dans un litre, ce qui est équivalent à 176 boîtes de culture de 75 cm2 (46). Ces 

systèmes permettent un gain de place ainsi qu’une diminution du nombre de 

manipulations des cellules, réduisant ainsi les coûts de main d’œuvre et les risques de 

contamination. La culture agitée permet par ailleurs le contrôle des paramètres 

environnementaux, importante en vue d’assurer la reproductibilité des cultures 

cellulaires.  

Depuis leur première utilisation en 1967, différents types de microporteurs ont 

été développés. Ce type joue un rôle important dans le processus d’expansion 

cellulaire au cours duquel il est important que les attributs qualité critiques (CQA) ne 

varient pas. En effet leurs propriétés peuvent influencer la fixation, la multiplication, la 

croissance et la différenciation des cellules. De nombreux microporteurs sont 

disponibles sur le marché et ont été testés avec des types de cellules souches 

différents. Leur taille varie de 90 à 380 microns. Ils sont également caractérisés par 

différents matériaux de base (polystyrène modifié, cellulose, dextrane, gélatine), et 

surfaces de contact (collagène, fibronectine, diethylaminoéthyle, triethylammonium). 

Ces caractéristiques influencent non seulement la croissance cellulaire, mais ont 

également un retentissement sur la vitesse requise permettant de maintenir les 

microporteurs en suspension et garantir ainsi un transfert de matière suffisant. En effet, 

la vitesse a un impact important sur l’adhérence cellulaire, la croissance cellulaire, la 

consommation de glucose, ainsi que sur la production de métabolites (lactate, 

ammoniac) en fonction du microporteur utilisé (74). En outre, le type d'agitation, la 

vitesse et la méthode de délivrance de l'oxygène doivent être optimisés pour éviter le 

détachement des cellules et minimiser les contraintes de cisaillement sur les cellules. 
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La matrice du microporteur doit être suffisamment rigide pour supporter la croissance 

cellulaire et résister aux forces mécaniques rencontrées lors de la culture cellulaire. 

De plus, la distribution en taille des microporteurs sphériques doit être faible (± 25 µm) 

afin d'éviter une distribution inégale des cellules sur les microporteurs. Sa densité doit 

être légèrement supérieure à 1 (1,02 à 1,05 g/ml), soit proche de celle de l’eau, afin 

de maintenir les microporteurs en suspension à une vitesse d'agitation minimale (46).  

Actuellement plusieurs types de microporteurs sont disponibles sur le marché 

(Tableau 8) et peuvent être classés en fonction de leurs propriétés respectives (46) :  

• Les microporteurs non poreux ou microporeux chargés possédant des charges 

positives, favorisent l’attachement des cellules, elles-mêmes chargées 

négativement, par le biais de charges électrostatiques. Les pores sont trop 

petits pour que les cellules puissent s’y infiltrer, mais permettent la diffusion des 

nutriments et des métabolites. 

• Les microporteurs chimiquement couplés avec du collagène, ont un revêtement 

qui facilite le détachement cellulaire. 

• Les microporteurs recouverts de protéines issues de la MEC et notamment de 

fibronectine, ont initialement été conçus pour la culture de cellules sensibles 

sans utilisation de sérum. 

• Les microporteurs non chargés, ont des propriétés similaires au niveau de leur 

surface avec celles de la culture planaire. 

• Les microporteurs macroporeux, dont les pores ont une taille allant de 10 à 70 

µm, offrent une surface de contact supérieure, ainsi qu’une protection contre 

les contraintes de cisaillement. Les pores permettent un attachement cellulaire 

facilité. 

Des microporteurs plus spécifiques ont été développés ces dernières années 

afin de répondre à certaines contraintes liées à la culture cellulaire, tels que des 

microporteurs transparents, biodégradables ou encore thermosensibles. 
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Tableau 8 : Caractéristiques des microporteurs commercialisés pouvant être utilisés dans l'expansion des CSM. 

 

Microporteurs Fournisseur Diamètre 
(µm) Matrice Densité 

moyenne Coating 
Charge 
en 
surface 

Porosité 

Microporteurs ayant un revêtement à base de protéines de mammifères 

Collagen SoloHill Eng. Inc. 125-212 Polystyrène 1,02 Collagène de type I 
porcin / Non poreux 

Cultispher-GÒ Percell-Biolytica 130-380 Gélatine porcine de 
type I 1,04 - / 

Macroporeux 
(50%, taille 
des pores de 
10 à 30 µm) 

Cytodex 3TM GE Healthcare 141-211 Dextrane 1,04 Collagène de type I 
porcin / Non poreux 

FACT III SoloHill Eng. Inc. 125-212 Polystyrène 1,02 Collagène de type I 
cationique porcin + Non poreux 

Microporteurs ayant un revêtement à base de protéines recombinantes 

ProNectinÒ F SoloHill Eng. Inc. 125-212 Polystyrène 1,02 Fibronectine 
recombinante / Non poreux 
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Microporteurs sans xéno-contaminant 

Cytodex 1 TM GE Healthcare 147-248 Dextrane 1,03 DEAE + Non poreux 

Enhanced 
Attachment  Corning 125-212 Polystyrène 1,02 CellBIND® / Non poreux 

HillexÒ SoloHill Eng. Inc. 160-180 Dextrane 1,11 Trimethyl ammonium 
cationique + Non poreux 

MicroHexTM Nunc 125 Polystyrène 1,05 NunclonTM Non 
spécifié Non poreux 

Plastic SoloHill Eng. Inc. 125-212 Polystyrène 1,02 - / Non poreux 

Plastic Plus SoloHill Eng. Inc. 125-212 Polystyrène 1,02 - + Non poreux 

PVA Loughborough 
University 100-220 PVA 1,03 - / Non poreux 

Synthemax IIÒ Corning 125-212 Polystyrène 1,02 Synthemax IIÒ / Non poreux 

 

 



 75 

L’efficacité des microporteurs (multiplication et croissance des cellules 

souches) repose sur l’attachement des cellules. En général, ce dernier suit une 

distribution de Poisson. Pour un ratio cellule inoculé sur microporteur de 1, 2, 3 ou 4, 

les probabilités théoriques de microporteurs inoccupés sont respectivement de 0.365, 

0.135, 0.05, et 0.018 (90). Ainsi, il est important d’inoculer avec un ratio cellules sur 

microporteurs suffisamment important afin d’atteindre une distribution cellulaire 

homogène dans laquelle chaque microporteur est occupé par au moins une cellule 

viable. En règle générale, une concentration théorique cellulaire de 3 à 5 cellules par 

microporteur est utilisée. Après la phase d’attachement, qui prend en moyenne 4 à 20 

h dans des conditions statiques ou d’agitation par intermittence, il est attendu que 

chaque microporteur ait le même nombre de cellules attachées à sa surface. Cela 

n’est cependant pas réalisable en pratique, et il faut être par ailleurs attentif à la 

formation d’agrégats de microporteurs.  

Afin de limiter au mieux la contamination croisée, des bioréacteurs à usage 

unique ont par ailleurs été développés, assurant une sécurité supplémentaire durant 

l’USP. Les systèmes de culture disponibles ont actuellement un volume utile pouvant 

atteindre environ 1500 L (NucleoTM Bioreactor, Pall Life Science / Biostat STRâ, 

Sartorius). L’utilisation de ces volumes est cependant peu envisageable. En effet, de 

nombreuses banques cellulaires sont nécessaires à la production à grande échelle car 

l’expansion de ces cellules est limitée.  Ainsi, il est estimé que pour produire 10000 

doses par an, il faut environ 20 cordons ombilicaux dans un réacteur de 250 L (Figure 

24) (91). Les modèles développés sont des cuves rigides cylindriques en polystyrène 

ou polycarbonate, ou des poches en éthylène ou polyéthylène acétate vinyle. De plus, 

par rapport aux classes de biocontamination déterminées par les BPF, l’utilisation de 

ces réacteurs ne nécessite plus forcément une salle blanche de classe A ou B, une 

classe C ou D suffisant (74). 
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Figure 24 : Distribution du nombre de donneurs nécessaires pour produire 10000 
doses par an avec plusieurs technologies (ML : Multi-Layer vessel avec 10 étages ; 
STR : Stirred tank reactor de 250 L ; PB : Packed bed bioreactor ; HF : Hollow-fiber 

bioreactor) (91). 

 

7. Milieu de culture et paramètres contrôlés 

Le milieu de culture conventionnel utilisé en culture de cellules souches est un 

milieu de base comme le DMEM ou l’a-MEM. Il doit être supplémenté par des additifs 

qui sont : 

• Des protéines, qui assurent l’adhésion cellulaire aux plastiques. 

• Des lipides pour l’anabolisme cellulaire. 

• Des facteurs de croissance et des hormones pour stimuler la prolifération 

cellulaire. 

Malgré les inconvénients liés à l’addition de sérum (variabilité inter-lot, 

contamination possible par des prions, des virus ou des agents zoonotiques, réactions 

immunologiques), la majorité des milieux de cultures utilisés pour les CSM contiennent 

10 à 20 % de sérum de veau fœtal (SVF). Il existe des alternatives au SVF, basées 

sur des matériaux dérivés du sang (sérum humain, ou dérivés plaquettaires), 
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Fig. 3. (A) Distribution of number of donors required to manufacture 10,000 doses
per year across multiple technologies. (B) Distribution of MCB  and WCB  costs per
dose  across multiple technologies for a demand of 10,000 patients per year. This
distribution was  achieved through varying the number of cells retrieved from one
umbilical cord. The costs are expressed in USD (US dollars).

the cell bank costs follow the same trends as observed in Fig. 3A,
with PB having the highest cell bank costs per dose that are up to 4
times the cost with ML  due to difficulties in the harvesting process
mentioned in Section 3.1.

3.3.2. Throughput and cost effectiveness study
Process robustness is highly important in any cell therapy pro-

cess, not only because it affects the COG, but also because it can
affect the ability to meet market demand [23].

Fig. 4A shows the variation in yearly throughput (number of
doses per year) across the different technologies. This figure shows
that all technologies have a mean value of 10,000 doses per year
(desirable demand). However, when the data from the practical
experiments (Table 3) is applied to the tool, variation in throughput
occurs. Although all technologies have a 50% probability of achiev-
ing the desired demand, when using STR and PB, the high variability
in cells harvesting efficiency causes a wide distribution in the yearly
throughput with a 5% and 1% chance of achieving 5,000 doses per
year (i.e. 50% of the desired demand) respectively. If a restriction
was set such that the minimum tolerable annual throughput is
8,000 doses (i.e. 80% of the desired demand) the behavior of the
technologies would cause a 5% probability of being below this target
with HF and ML,  15% with PB and 20% with STR.

Fig. 4B shows the COG/dose and COG/million cells across the
different technologies per process stage. It is clear that the ML  is
the most cost-effective and robust technology with a COG/dose of
USD 4.5k followed by STR with a COG/dose of USD 6.5k. This can
be attributed to the fact that although similar yields of cell number
(cells/cm2) were achieved with these technologies, the harvesting
efficiency achieved with STR (60%) is significantly lower than the
harvesting efficiency achieved with ML  (100%) (Fig. 1). Previous
studies have shown that if similar harvest densities were achieved
for both technologies, STR would become more cost effective than

Fig. 4. (A) Distribution of number of doses produced per year using different tech-
nologies. The standard deviation for the different technologies were 666.3, 2,919,
31,278 and 8,347 for ML,  STR PB and HF respectively. (B) COG breakdown per process
stage with the error bars showing the min and max  total COG/dose and COG/million
cells  across different technologies. The parameters used in this analysis were: the
initial number of cells per cell bank, the technology specific doubling time and
harvesting efficiency, the patient weight and the batch failure rate. The costs are
expressed in USD (US dollars).

ML  [23]. In this case, if the harvest density of a process employ-
ing STRs was optimized to the level attained with ML,  then the
COG/dose of the STR route would fall to USD 3.7k, making the STR
technology the most attractive option. STR has a high variability
in COG/dose due to the large standard deviation in harvesting effi-
ciency observed experimentally (Table 3). PBs are more robust than
STRs as the standard deviation in harvesting efficiency is lower,
however they have a higher mean COG/dose (USD 12.6k), mainly
attributed to their low harvesting efficiency. In contrast, Pluristem
Therapeutics Inc. has reported significant cost savings at 10,000
doses per year when switching to PB from ML,  including a 40%
reduction in culture media consumption [50]. In the present work,
the media consumption was  also significantly lower in PB when
compared to ML  (Table 1). The tool predicted that HF would have
the highest mean COG/dose (USD 65.1k) due to the high bioreactor
consumables costs per cm2 (55 times more expensive than ML),
the high equipment costs and the low harvesting density (9.800
cells/cm2), and the limited capacity which increases the number
of HF units required per lot. Moreover, even though the labour
requirement for HF is lower than the labour requirement for ML
(Table 1), the savings in labour costs are not high enough to make
up for the higher equipment and consumable costs. Although HF
has no standard deviation in harvesting efficiency, they have a rel-
atively high standard deviation in the expansion fold of cells. The
distributions generated appear to be skewed towards higher val-
ues of COG/dose, due to the fact that the COG/dose is given by the
COG/year divided by the number of doses produced per year, with
the latter being a distribution (Fig. 4A). The inverse of the number
of doses per year causes the shift seen towards lower doses per year
(i.e. higher COG/dose). This shift is more pronounced in technolo-
gies with higher variability in number of doses per year (STR and
PB). Fig. 4B also shows that the process stage with the highest costs
is the cell culture stage followed by the cell banking and DSP stages.
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cependant ces milieux ne peuvent pas être utilisés dans la production de cellules à 

grande échelle du fait des volumes nécessaires et du coût associé. A la place du sérum 

humain, du lysat plaquettaire humain a déjà été utilisé dans la production de CSM avec 

succès. Cependant, la question du coût se pose par rapport à l’application visée. 

Même si ces dérivés humains sont considérés plus surs que le SVF, il existe toujours 

un risque de pathogènes humains et leurs composants peuvent avoir un impact sur 

les CQA. Cela explique l’intérêt récent des milieux de culture exempts de xéno-

contaminants, sans sérum, ou des milieux chimiques pour la production clinique des 

CSM (74). 

Les paramètres à surveiller durant la culture des CSM sont biochimiques 

(concentration en métabolites, nutriments et facteurs de croissance) et physico-

chimiques (oxygène, pH, osmolarité). 

Paramètres biochimiques  

o Glucose : Le glucose est l’élément fondamental qui détermine l’efficacité 

de la culture tant au niveau de la différenciation que de la viabilité 

cellulaire. Il a en effet été montré que l’absence de glucose dans le milieu 

de culture entraîne nécessairement la mort des cellules (74). Il n’y a 

cependant pas de consensus sur la concentration idéale à maintenir, les 

effets sur les CSM étant contradictoires. Ainsi une concentration élevée 

en glucose (4,5 g/L) entraîne une sénescence cellulaire, majorant ses 

mécanismes autophages pour certains (92), alors que d’autres études 

aboutissent à une meilleure croissance et viabilité cellulaire (93).  

o Lactate : La consommation du glucose par la glycolyse nécessite une 

surveillance étroite du lactate. En effet, au cours de la culture ce produit 

cellulaire augmente l’acidité du milieu induisant une inhibition de la 

croissance cellulaire. Cependant, les rapports de lactate/glucose sont 

souvent de l’ordre de deux, signifiant que le lactate est produit par 

d’autres mécanismes cellulaires et en particulier par la consommation de 

glutamine (94). 
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o L-glutamine : la glutamine est un aminoacide instable chimiquement. Il 

est donc nécessaire d’en ajouter au milieu de culture. Cependant, la 

consommation de glutamine s’accompagne d’une production 

d’ammonium qui est néfaste pour la croissance des CSM. Il est ainsi 

recommandé de supplémenter le milieu par le dipeptide L-alanyl-L 

glutamine qui est plus stable, induisant une plus faible accumulation 

d’ammonium (94). 

o Des facteurs de croissance peuvent également être ajoutés, parmi 

lesquels FGF-2, EGF, PDGF-AA. Ils permettant de moduler le potentiel 

de différenciation et de prolifération, mais aussi les mécanismes de 

survie (95). Les CSM sont par ailleurs soumises au stress oxydatif en 

cours de culture, et leurs mécanismes antioxydants sont insuffisants ; un 

apport en sélénite de sélénium permet de restaurer les capacités anti-

oxydantes des cellules, et de limiter ainsi les dommages cellulaires (96). 

Paramètres physico-chimiques : 

o Oxygène : Le niveau d’oxygène est un paramètre pouvant influencer la 

culture cellulaire (Figure 25). Alors que la plupart des culture in vitro sont 

effectuées à des taux d’oxygène semblables à l’air ambiant (21%), le 

développement des cultures à des niveaux plus bas, donc en hypoxie, 

semble se rapprocher des conditions in vivo. L’exposition à des taux 

normaux d’oxygène peut provoquer des dommages à l’ADN entraînant 

une sénescence plus rapide et une perte des capacités fonctionnelles 

des cellules (97). Au contraire, l’hypoxie limite la production d’espèces 

réactives de l’oxygène, ou encore module l’activité paracrine et autocrine 

de certaines cytokines ou facteurs de croissance (98). 
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Figure 25 : A) Courbes de croissance des CSM-GW sous hypoxie et normoxie, B) 
Analyse du temps moyen de doublement de population en heure des CSM-GW C) 
Doublement de population cumulatif par passage en conditions normoxique et 
hypoxique (99). 

 

HYPOXIE

NORMOXIE

1011

1010

109

108

107

106

105

104

0 5 10 15
Passage

No
m

br
e 

de
 ce

llu
le

s

A
50

40

30

20

10

0

Te
m

ps
 m

oy
en

 d
e 

do
ub

le
m

en
t d

e 
po

pu
la

tio
n 

(h
)

Norm
oxie

Hypoxie

*
B

Do
ub

le
m

en
t d

e 
po

pu
la

tio
n 

cu
m

ul
at

if

HYPOXIE
NORMOXIE

20

15

10

5

0
1 2 3 4 5 6 7 8 9

Passage

C



 80 

o Rayonnement lumineux : il a été démontré que la prolifération cellulaire 

des CSM-GW et des CSM-MO peut être majorée par l’utilisation de 

diodes électroluminescentes (100). 

C. Downstream Process 

Suite à la culture en bioréacteur, la première étape est le détachement des cellules 

des microporteurs. Elle est effectuée grâce à l’action seule ou combinée de plusieurs 

mécanismes tels que : 

- Enzymes protéolytiques tel que la trypsine, le trypLEâ, ou la collagénase 

(Tableau 9). Les protéines d’adhésion situées à la surface cellulaire sont visées, 

et plus particulièrement le lien peptidique impliquant un acide aminé avec une 

lysine ou une arginine (74). Il est important d’optimiser le temps durant lequel 

les cellules seront exposées aux enzymes, leur concentration dans le milieu, de 

même que le pH et la température. L’objectif est que cette étape s’effectue sans 

dommages cellulaires tout en maintenant une activité enzymatique optimale 

pour récupérer un nombre de cellules suffisant. 

- Agents chélateurs comme l’EDTA. Cette molécule agit en retenant les ions 

Ca2+ et Mg2+, ainsi que sur la structure du cytosquelette cellulaire en 

arrondissant la forme de la cellule, permettant de diminuer l’attachement 

cellulaire (101). 

- Application de forces hydrodynamiques  

Le protocole actuellement privilégié consiste à associer agitation mécanique et 

trypsine afin de minimiser l’exposition à cette enzyme (102). Le détachement à l’EDTA 

ne permet pas d’obtenir un rendement cellulaire élevé, et peut endommager la 

structure cellulaire car les cellules ont tendance à former des agrégats (103).  
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Tableau 9 : Caractéristiques des cellules souches mésenchymateuses foetales 
détachées par trypsine, trypLE et collagènase de Cytodex-3 (104). 

 

Trypsine TrypLEâ 

express 
Collagénase 

Durée de contact (min) 5 5 15 

Efficacité de récolte (%) 84 ± 3 61±3 97±4 

Viabilité cellulaire (%) >95 >95 >95 

Immunophenotype (%) 

CD73 94±3 95±3 96±3 

CD90 98±2 96±2 97±4 

CD105 92±4 93±6 85±8 

CD34 2.0±0.8 0.8±0.4 0.5±0.3 

CFU-F (%) 65±8 62±7 61±7 

Temps doublement de 
population (h) 41±5 40±1 40±2 

 

Le détachement des cellules souches dépend en grande partie du type de 

revêtement du microporteur, la plupart d’entre eux privilégiant souvent l’attachement 

cellulaire. De nouvelles catégories de microporteurs dont le revêtement ou la matrice 

facilitent le détachement cellulaire ont ainsi été développés. On peut ainsi rencontrer 

des microporteurs biodégadradables pour lesquels un mélange de deux enzymes 

(trypsine et collagénase) est utilisé lors du détachement. La collagénase vise alors la 

structure du microporteur. Le développement de tels microporteurs est aujourd’hui 

privilégié, car ils réduisent considérablement la complexité des différentes étapes de 

séparation nécessaires. Des microporteurs thermosensibles ont également été testés 

pour le détachement de CSM-MO. Les microporteurs Cytodex-3 sont alors recouverts 

d’un polymère, le poly-(N-isopropylacrylamide), dont la température de solution 

critique inférieure (LCST) est de 32°C. Lors du détachement, la température est 

abaissée de 37°C à 32°C afin de dissoudre le polymère et permettre le détachement 
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des cellules sans utilisation d’enzymes. L’adhérence, la croissance et la multiplication 

des cellules ne diffèrent pas des autres catégories de microporteurs. Par rapport à des 

cellules témoins trypsinées, il a été rapporté une diminution de l’apoptose cellulaire 

(105). Des microporteurs dont les polymères sont sensibles aux stimulis tels que le 

champ magnétique, le champ électrique ou les ultrasons sont actuellement étudiés. 

Le détachement pourrait alors être contrôlé à distance, pour une durée déterminée, 

avec une intensité fixée (106). 

En général, le détachement cellulaire est effectué directement dans le 

bioréacteur. À la fin de la culture, l’agitateur est arrêté, et les microporteurs 

sédimentent au fond du réacteur, alors que le milieu de culture est retiré à l’aide d’un 

tube plongeur. Après la séparation cellulaire, les cellules doivent être séparées des 

microporteurs (étape de concentration cellulaire), procédé généralement reposant sur 

l’exclusion stérique, dû à la différence de taille entre les cellules détachées (entre 15 

et 20 µm) et les microporteurs (90 µm pour les plus petits). Ces deux étapes sont 

effectuées soit par filtration tangentielle ou par centrifugation. À petite échelle, des 

filtres membranes en nylon suffisent. Lorsque l’échelle est plus importante, des 

techniques de filtration plus avancées sont privilégiées. Ainsi, pour des lots de 3 à 200 

L, une filtration frontale (Harvesteinerä, Hycloneä) ou des filtres à cartouches 

constituent des solutions simples à mettre en place et peu couteuses (87). Au-delà de 

200 L, d’autres techniques de filtration sont privilégiées qui peuvent être utilisées aussi 

bien pour la séparation des cellules et des microporteurs, mais également pour l’étape 

suivante de concentration cellulaire :  

- La filtration à flux tangentiel (TFF) est une technologie récente qui vise à 

concentrer une solution sans nécessité de boucle de recirculation. L'ajout de 

plusieurs niveaux de membranes augmente la longueur du trajet et le temps de 

séjour de la solution dans le filtre. Ainsi, une plus grande quantité de perméat 

est éliminée et le volume d'alimentation diminue en un seul passage. Cette 

méthode est couramment couplée à l’ultracentrifugation qui, en plus d’isoler les 

cellules en fonction de leur taille, les trie par leurs propriétés de sédimentation. 
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La TFF peut être opérée en mode continu ou discontinu (Figure 26). Les profils 

de concentration cellulaire ont été comparés, de même que la caractérisation 

des cellules. Les deux modes de filtration ont été conduits durant 9 min, de 

manière à obtenir des facteurs de concentration cellulaire similaires. Les profils 

de concentration diffèrent cependant ; des facteurs de concentration plus 

élevés sont atteints plus rapidement en mode continu. Par ailleurs, les deux 

modes permettent l’obtention de 80% des cellules présentes dans l’alimentation 

initiale avec une viabilité de plus de 95%. Les pertes cellulaires sont 

principalement dûes au procédé de filtration, le nombre de cellules en apoptose 

étant majoré dans les deux méthodes, de même que les taux d’ADN et de LDH 

(Figure 27) (107). 

Figure 26 : Concentration cellulaire discontinue (A) ou continue (B) (107). 

 

Figure 27 : Profils de concentration cellulaire et de caractérisation des CSM après 
TFF (107). 
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suggesting that the continuous perfusion 
strategy induced a shift on hMSC metabolism 
towards energy production, whereas semi-
continuous favored a more anaerobic glycolytic 
metabolic phenotype. Similar profiles of 
specific rates of glutamine consumption and 
ammonia production, as well as YNH3/GLN were 
observed in both culture strategies (data not 
shown). A SURWRW\Se ATF� V\VWem ZaV 
evaluated as an alternative device for 
continuous perfusion operation mode (Figures 
2F and 2G). In both perfusion cultures, hMSC 
displayed similar cell growth rates (0.016 day-

1), metabolic profiles (data not shown), and 
volumetric productivities (Figure 2G). 
Furthermore, hMSC showed high viability (> 
95%) throughout culture time, as confirmed by 
trypan blue exclusion method and 
measurement of LDH release into culture 
supernatant (data not shown). 
hMSC concentration using tangential flow 
filtration (TFF) in hollow fiber devices 
Due to their resemblance with hMSC (Alt et al., 
2011), hFF were used as a proof-of-concept to 
evaluate the impact of different operation 
modes (continuous and discontinuous) and of 
pore size on cell recovery yields and viability 
during concentration and diafiltration 
processes. The most suitable operation modes 

and conditions were then selected for the 
implementation of an integrated process for 
hMSC.  
Pore size impact on the TFF 
The impact of the pore diameter on the 
concentration performance was assessed 
using three different hollow fiber (HF) devices: 
HF A (0.65 µm), HF B (0.45 µm) and HF C 
(0.20 µm). The process was performed using 
shear rate and permeate flow conditions in 
agreement with the operating conditions and 
methodology previously reported by our group 
(Cunha et al., 2014).  For a volume reduction 
factor of 10, higher pore sizes (0.65 µm) 
allowed for a cell recovery of 82%, while 
smaller pore sizes (0.45 µm) allowed for only 
72% cell recovery (Figure 3E). Furthermore, 
when pore size was even more reduced (0.20 
µm), the membrane became prone to fouling, 
leading to a drop in the permeate flow and a 
raise of the transmembranar pressure (TMP), 
hampering the process to continue past a 
volume reduction factor of 4 (data not shown). 
The membUaQe¶V SeUmeabiliW\ ZaV alVR 
determined before and after the process 
accRUdiQg WR Whe maQXfacWXUeUV¶ SURWRcRlV, iQ 
order to assess fouling and clogging 
phenomena (data not shown). Membrane 
permeability decreased 10 - 15 % when using 

Figure 3 – Continuous and discontinuous (batch) cell concentration. Schematic representation of two TFF operation 
modes ± (A) discontinuous and (B) continuous. (C) Cell concentration profile through time. (D) Cell characterization in terms of 
apoptosis, metabolic activity, LDH and DNA release profile after the concentration processes. Results are presented as fold 
changes regarding cells before TFF. These proof-of-concept experiments were conducted with hFF. Error bars denote SD of 2 
independent experiments. No significant differences were observed (p > 0.05). (E) Cell recovery profile during discontinuous 
concentration in hollow fibers with three diferent pore sizes. 
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- La centrifugation à flux continu ou à contre-courant : Cette technique 

permet de séparer les composants en fonction de leur densité par l’application 

d’une force centrifuge. 

- La focalisation inertielle : Les méthodes précédemment citées présentent des 

inconvénients qui peuvent être limitants au niveau industriel. La formation 

progressive d’un cake peut boucher les pores et nécessite un nettoyage ou un 

remplacement récurrent des membranes filtrantes. De plus, les contraintes de 

cisaillement au sein du système peuvent endommager les cellules et diminuer 

le rendement cellulaire. La focalisation inertielle permet ainsi de séparer les 

microporteurs des cellules dans un système continu, tout en assurant des 

performances stables et fiables à long terme (pureté environ égale à 99%, 

rendement cellulaire environ égal à 94%). Cette méthode de filtration est 

uniquement basée sur des forces hydrodynamiques ; dans un écoulement 

laminaire, ces forces conduisent les particules à migrer à travers des lignes de 

courant vers des positions d’équilibre précises (108). 

Récemment, des microporteurs pouvant être dissous après l’étape de 

détachement ont été mis en place, compatibles avec la production à grande échelle et 

pouvant ainsi répondre aux contraintes des bonnes pratiques de fabrication (BPF). En 

effet, ces microporteurs peuvent se dissoudre lorsqu’ils sont incubés en présence 

d’une pectinase, permettant ainsi d’éviter les étapes de filtration qui peuvent altérer la 

fonctionnalité des cellules (109). 

La dernière étape consiste à débarrasser le produit des résidus tels que les 

agents enzymatiques ou les composants du sérum. Cette étape de lavage est 

effectuée par diafiltration ou plus récemment par chromatographie sur lit expansé. La 

concentration du produit fini est ensuite ajustée grâce à une solution tampon, en 

fonction de l’application envisagée. La solution est alors remplie dans les flacons et 

peut être cryopréservée en attendant son utilisation (74). 
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IV. ATTRIBUTS QUALITE CRITIQUES DES CELLULES SOUCHES 

ISSUES DE LA GELEE DE WHARTON CULTIVEES SUR 

MICROPORTEURS 

Au cours de la culture des CSM, il est nécessaire de s’assurer que les cellules 

souches produites gardent leurs propriétés et soient pleinement fonctionnelles en vue 

de leur utilisation en thérapeutique. En effet, la principale problématique dans le 

traitement à base de CSM repose sur la variabilité des résultats (efficacité) et sur la 

force de l'efficacité (puissance) (110). Les caractéristiques des CSM peuvent en effet 

varier grandement en fonction du donneur et de la source tissulaire. Par ailleurs, leur 

qualité peut être influencée par la manière dont les cultures sont conduites, ce qui peut 

faire varier la balance bénéfice/risque lors des applications cliniques. Le nombre 

d’essais cliniques devenant de plus en plus important depuis quelques années, il est 

important de mettre en place des méthodes de caractérisation plus poussées et 

d’accroître les contrôles qualité lors de la production des CSM, afin d’assurer leur 

sécurité et efficacité. 

Il est ainsi nécessaire de définir les attributs qualité critiques, afin d’uniformiser 

les pratiques de contrôle qualité lors de la production d’un lot. Les tests de contrôle 

qualité sont effectués à plusieurs instants du processus de fabrication : avant la 

production (donneur, matière première), sur la banque de cellules, sur les échantillons 

en cours de fabrication et lors des tests de libération finale du produit. Les 

spécifications sont définies pour le donneur, les matières premières et le produit final. 

Afin de caractériser un produit cellulaire, plusieurs essais doivent être réalisés (111) : 

• Caractérisation physico-chimique :  

o Physique : taille, morphologie et nombre de cellules, confluence. 

o Chimique : identification et quantification des marqueurs de surface, 

ainsi que des substances sécrétées. Les tests d’identité comprennent la 

caractérisation du phénotype et du génotype du produit cellulaire, mais 

aussi des produits non cellulaires (chimiques ou biologiques) entrant 
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dans la composition du produit. En vue d’attester de la pureté du produit 

fini, les intermédiaires de production, les vecteurs, les cellules, les 

bactéries ou les fongiques qui ne sont pas requis dans le produit fini 

doivent être identifiés. 

• Caractérisation biologique : Méthodes qui mesurent la fonction biologique 

(c’est-à-dire comment les caractéristiques physico-chimiques influencent les 

systèmes biologiques). Par exemple, mesures in vitro ou in vivo de la 

cytotoxicité, de la croissance cellulaire, de la différenciation, de la prolifération, 

de la migration. 

• Tests de « potency » (également nommé « test de puissance », ou 

« épreuve biologique ») : Mesure quantitative in vitro ou in vivo de l’aptitude 

d'un produit de thérapie cellulaire à agir sur certaines fonctions biologiques, en 

vue d’attester de son efficacité. Ces tests permettent également d’évaluer 

l'impact des modifications apportées à un processus de fabrication (scale-up, 

transfert de site, donneur différent). Le produit final doit en effet présenter les 

mêmes attributs qualité après modification du procédé de fabrication, sans effet 

négatif sur la sécurité ou l’efficacité du produit.  

• Tests de stabilité : Détermination de la date de péremption, des conditions de 

stockage du produit fini et des produits intermédiaires, durant lesquels la qualité 

du produit est maintenue dans les limites définies. La durée d’utilisation et les 

conditions de transport doivent également être précisées. 

Le contrôle qualité des produits de thérapie cellulaire à base de CSM ne 

comporte pas de tests prédéfinis, un consensus n’ayant pas été établi entre les 

différents laboratoires dans le monde. La libération de ce type de médicament de 

thérapie innovante s’effectue au cas par cas selon les exigences des agences 

nationales telles que l’Agence Européenne du Médicament (EMA) en Europe, ou la 

Food and Drug Administration (FDA) aux États-Unis. Par ailleurs, des contrôles 

spécifiques à chaque médicament peuvent être nécessaires, les modes d’actions des 

CSM variant en fonction de la pathologie visée. Par exemple, l’ingénierie tissulaire 
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nécessite la preuve de la différenciation cellulaire vers une ou plusieurs lignées 

spécifiques. La sécrétion des facteurs immunomodulateurs et des facteurs de 

croissance pertinents sera contrôlée, entre autres, pour la thérapie cellulaire.  

Figure 28 : Traitements potentiels et modes d'action supposés des cellules souches 
mésenchymateuses, et tests cellulaires spécifiques associés en vue de leur 

utilisation. Issu d'essais cliniques ciblant plusieurs pathologies, adapté de (112). 
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- Quantité d’endotoxines ≤ 2 UE/mL. 

- Pas de régulation positive des gènes codant pour la télomérase hTERT et les 

protéines oncogènes durant l’expansion cellulaire. 

- Pas de régulation négative des gènes suppresseurs de tumeurs durant 

l’expansion cellulaire. 

- Capacité de différenciation. 

De nombreuses études se sont concentrées jusqu’ici à l’amélioration des 

technologies de culture à grande échelle, afin de développer des procédés efficaces, 

robustes et rentable. Cependant, l’essor et l’avancement de nombreux essais cliniques 

poussent un nombre grandissant d’équipes de recherche à s’intéresser à la qualité 

cellulaire en vue d’atteindre les critères de libération. L’optimisation de ces essais, 

fonction du procédé de culture et des cellules utilisées, est particulièrement étudiée, 

comme par l’équipe Bioprocédés-Biomolécules (BioProMo) du Laboratoire Réactions 

et Génie des procédés (LRGP), dépendant de l’Université de Lorraine. Elle s’intéresse 

notamment aux cellules souches mésenchymateuses issues de la gelée de Wharton. 

Les travaux de recherche portent ainsi sur le développement de méthodes d’expansion 

sur microporteurs, et sur l’optimisation des protocoles de détachement de ces cellules 

cultivées sur microporteurs. Ces cultures nécessitent une surveillance quotidienne. 

Cependant la plupart des contrôles actuels nécessitent une étape de détachement 

cellulaire difficile à mettre en œuvre sans atteindre à l’intégrité des cellules. Les 

protocoles ont initialement été développés pour les cellules en suspension et il n’existe 

actuellement que peu de contrôles pouvant être effectués directement sur 

microporteurs (comptage cellulaire, viabilité cellulaire). En cours de culture, la 

surveillance des cultures repose donc sur les prélèvements de milieu de culture, et sur 

la microscopie afin d’attester de l’attachement et de la croissance sur les 

microporteurs.  

Il sera détaillé dans cette partie les principaux tests à effectuer sur les cellules 

souches issues de la gelée de Wharton cultivées sur microporteurs, comprenant 

notamment ceux permettant d’atteindre les critères minimaux définis par l’ISCT. 
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A. Test d’identité 

L’identité des CSM-GW passe par la recherche des marqueurs de surface. La 

priorité consiste d’abord à identifier les marqueurs de surface décrits par l’ISCT afin 

d’attester du caractère mésenchymateux des cellules. 

Le profil immunophénotypique des CSM-GW est évalué en cytométrie en flux 

par association avec l’immunofluorescence. Cette méthode est une technique de 

comptage ainsi que de détermination des propriétés des cellules. On peut ainsi 

déterminer sur une suspension cellulaire, exempte de microporteurs, leurs 

caractéristiques individuelles et morphologiques, telles que leur taille, forme, 

granularité (qui correspond à la complexité de la cellule, soit la densité des organites 

ou les irrégularités internes ou de surface), mais également paramètres de 

fluorescence, liés à l’utilisation de marqueurs fluorescents. Les éléments d’intérêt sont 

détectés en passant devant un faisceau laser. Celui-ci va exciter les fluorochromes 

associés à un anticorps (couplés de manière directe ou indirecte), ou les sondes 

fluorescentes rattachées aux composants cellulaires. L’intensité de la fluorescence est 

mesurée, puis analysée par un logiciel de traitement des données. 

On distingue : 

- L’immunofluorescence directe : Lors de ce marquage, un anticorps est dirigé 

contre la molécule recherchée, appelée antigène. Cet anticorps est couplé à un 

fluorochrome.  

- L’immunofluorescence indirecte : L’anticorps primaire est dirigé contre 

l’antigène recherché. Ensuite on utilise un deuxième anticorps, marqué par un 

fluorochrome, et possédant une haute affinité pour l’anticorps primaire. 

Parmi les fluorochromes couramment utilisés, on trouve l’isothiocyanate de 

fluorescéine (FITC) ou la phycoérythrine (PE) dont la longueur d’onde émise est 

respectivement de 518 et 578 nm. Il ne faut pas oublier de préparer un contrôle négatif, 

contenant les cellules à tester sans anticorps, afin de détecter une éventuelle auto-
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fluorescence des cellules, ainsi qu’un contrôle positif ne contenant que l’anticorps 

fluoromarqué.  

Pour l’immunomarquage des clusters de différenciation (ou marqueurs de 

surface), l’immunofluorescence est directe. La cytométrie en flux peut également être 

utilisée afin de suivre l’évolution de certains constituants cellulaires au cours de la 

différenciation ; on pourra ainsi suivre l’expression du collagène I et II dans la 

différenciation chondrocytaire, qui nécessite un immunomarquage indirect. Cette 

différenciation est en effet caractérisée par une diminution de la production de 

collagène de type I par les CSM et par une augmentation du collagène de type II, 

caractéristique du cartilage (Figure 29) (114). 

 

Figure 29 : Expression des collagènes de type I et II par les CSM-GW à J9 et J30 de 
la différenciation chondrocytaire (114) 

 

Les résultats sont obtenus sous formes de graphiques à points (Figure 30), 

desquels sont extrapolés les pourcentages d’expression des marqueurs d’intérêt 

(Figure 31). 
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Figure 30 : Analyse en cytométrie en flux de CSM-GW (115) 

 

Figure 31 : Pourcentage d'expression des marqueurs de surface de CSM-GW (49) 

 

Les études tendent à affirmer que la culture sur microporteurs n’affecte pas 

l’expression le phénotype cellulaire ; l’expression des marqueurs de surface remplit 

les critères de l’ISCT, que la culture soit effectuée en monocouche ou en 3D (Figure 

32). 
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Cell surface markers 

Figure 4. The percentage of WJ-MSCs surface marker expression 
These cells e[pressed mesench\mal markers (CD90, CD105, CD44) and didn¶t e[press blood markers (CD34, HLA-DR) 

 
In the present study, the MSCs were cultivated with 

HG and 15% FBS, which reached for a confluence of 
90% in the second changing medium. However, in 
contrast, when the MSCs were cultivated with LG and 

10% FBS, the confluence of 90% was obtained in the 
third changing medium. The medium was replaced 
every two days. Thereby, a shortened time span was 
achieved for obtaining WJ-MSCs (Table 1). 

 
Table 1. Comparison of the numbers of changing medium in two different medium to 

reach a confluency of 90%, the medium was replaced every two days 
The number of changing medium Culture Confluency 
II +15%FBS +HG Confluency 90% 
III +10%FBS + LG Confluency 90% 
(HG=High Glucose ; LG=Low Glucose) 

 
Discussion 

 
Since mesenchymal stem cells isolated from Fetal 

tissues are discarded after delivery, and they possess 
similar phenotypes to bone marrow mesenchymal cells, 
so it has been tried to use embryonic tissue an 
alternative to bone marrow (26-27). 

WJ-MSCs are not embryonic stem cells (ESCs) or 
adult stem cells (ASCs). These cells have the properties 
of embryonic stem cells and mature stem cells, which 
provide both embryonic stem cells and adult stem cells 
properties; thus their properties can be a useful source 
for the therapeutic use of stem cells (28). 

In the present study, for the WJ-MSCs, we used flow 
cytometry to determine the positive and negative surface 
CD markers. The results of flow cytometry analysis 
showed that the mesenchymal stem cells derived from 
Wharton`s jelly were positive for CD90 (99.30%), 
CD105 (96.37%), and CD44 (83.11%); while they were 
negative for hematopoietic CD34 (0.72%) and HLA-DR 
(0.85%). 

For the growth of WJ-MSCs, Chenphop et al., 
(2014) applied 10% FBS and Low Glucose (29); Nekoei 
et al., (2015) applied 10% FBS and HG- DMEM (30); 
Fong et al., (2007) used HG-DMEM medium 
supplemented with 15% FBS (8).  

In this study, more high-quality the MSCs with 
desired purity and adequate flow cytometry results were 
obtained by following several techniques and methods 
that were employed. Complying with the cooling chain 
requirements is important in terms of sample transfer. 
On the other hand, use of smaller Wharton's jelly caused 
the easier separation of MSCs. The important point is 
that in the first step for separating, millimeter-sized 
Wharton's jelly placed a dry flask bottom followed by, 
the addition of culture medium. If we place a piece of 
the Wharton's jelly into the flask containing the medium, 
it will not get strongly attached to the bottom of flask, 
and hence cell separation does not take place easily. In 
our study, HG-DMEM -F12 +15% FBS+L-
glutamin+Penicillin/Streptomycin was used instead of 
Low Glucose DMEM-F12 and 10% FBS. Finally, we 
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Shirley Ding et al. Cytoprotective Effect of MSC-EPO

FIGURE 1 | Immunophenotyping of human mesenchymal stem cells from Wharton’s jelly. Characterization of Mesenchymal Stem Cells (MSCs) for the expression of
surface markers by flow cytometric analysis on the third passage. Cell population was gated as P1. Identification of singlet cells (singlet 1 and singlet 2) were used to
remove cell clumps remaining after disaggregation and to eliminate autofluorescence events. The remaining events were considered to be singlet cells. Flow
cytometry showed that gated cell populations from singlet 2 were positive for CD90, CD73, CD105, CD29, CD44 and HLA-ABC but did not express CD34, CD14,
CD45, CD80 and CD86. For each antibody, isotype-matched mouse immunoglobulin g antibody was used in unstained controls.

Statistical Analysis
The quantitative data were indicated as mean values ± standard
error of the mean (SEM) of three independent set of experiments.
The statistical analysis of EPO protein secretion was acquired
using Prism 5.0 (GraphPad) with an unpaired, two-tailed
t-test. Normality of data distribution was obtained using
the D’Agostino and Pearson omnibus normality test with
P < 0.0001 values were considered to be statistically significant.
Statistical data analysis of cell viability was conducted by SPSS
21.0 (IBM Corporation, USA) software for the one-way Analysis
Of Variance (ANOVA) and the post hoc Bonferroni’s multiple
comparison tests. Normality of distribution and equal variance
of the data were confirmed using the Kolmogorov-Smirnov
with Lilliefors and Levene’s tests, respectively. P < 0.05 values
considered to be statistically significant.

RESULTS

Culture, Expansion and Characterization of
hWJMSCs
In order to confirm the characters of MSCs, the surface antigen
phenotype of the culture-expanded cells was assessed by flow

cytometry according to the recommendations by Dominici
et al. (2006) which proposed on the minimal defining criteria
for MSCs. Expanded cells at passages three to five expressed
high levels of CD90 (99.7%), CD73 (93.3%), CD105 (92.9%),
CD29 (99.9%), CD44 (99.1%) and HLA-ABC (99.7%), and were
negative for the hematopoietic surface antigens of CD34, CD14,
and CD45, and the co-stimulatory surface antigens, CD80. There
was minute presence of co-stimulatory suface antigens of CD86
(8.3%), which is essential for stimulating T helper cell activity
(Figure 1). All contour plots were compared to specific isotype
controls, thus confirming that the cultured cells are homogenous.
The results indicated that the isolated and culture-expanded cells
showed immunophenotypic characters of MSCs.

The majority of the cultured cells formed a monolayer of
spindle-shaped cells 24 h after initial seeding (Figure 2A). Cell
cultures at passages three to five were grown to 80%–90%
confluence prior to adipogenic and osteogenic mesenchymal
lineages induction (Figure 2B). During adipogenesis, induced
cells were observed to undergomorphological changes displaying
a more circular or cuboid shape. Lipid droplets were found
in the cytoplasm of induced cells through the appearance
of multiple tiny intra-cytoplasmic lipid droplets and were
verified by positive Oil Red O staining (Figures 2C,D).
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Figure 32 : Profil des marqueurs de surface des CSM-GW après culture 2D et 3D 
(116) 

 

Le type de microporteur (117), ou les conditions de culture, et notamment 

d’agitation en bioréacteur (118), ne semblent pas modifier l’expression des antigènes 

de surface lors de l’étape d’amplification des CSM. 

B. Tests de différenciation 

La différenciation des cellules issues de la gelée de Wharton est essentielle afin 

de pouvoir envisager des applications thérapeutiques. En effet, il a été démontré que 

les CSM-GW peuvent être cultivées en vue de produire notamment des cellules 

productrices d’insuline, des hépatocytes, ou des neurones. 

La proximité entre les cellules et l’utilisation de différents milieux de culture 

spécifiques permet aux CSM d’acquérir un phénotype ostéocytaire, adypocytaire ou 

chondrocytaire en 14 à 21 jours. Leur obtention est confirmée par un marquage 

histochimique. Cependant, cet essai présente plusieurs inconvénients : cette méthode 

est uniquement qualitative, elle est chronophage et ne permet pas de récupérer les 

cellules testées. D’autres méthodes, plus rapides, pouvant être lancées en cours de 

culture et nécessitant moins de manipulations peuvent être envisagées dans le suivi 

de la différenciation cellulaire : le suivi de l’ARNm par PCR, l’expression de marqueurs 

spécifiques par cytométrie en flux (112) ou l’utilisation de la spectroscopie Raman 

(119). L’ensemble des publications relate que les cellules issues d’une culture sur 

microporteurs sont d’abord détachées avant étude de différenciation. 
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1. Protocoles de différenciation 

Les protocoles présentés dans cette partie, et utilisés par l’équipe BioPromo du 

LRGP, sont adaptés des consignes du fabriquant de kits StemPro de différenciation 

adipogénique, ostéogénique et chondrogénique (Gibco). Ils nécessitent un 

détachement préalable des cellules des microporteurs. 

a. Ostéocytes 

Les cellules sont tout d’abord mises en culture dans du milieu α-MEM 

supplémenté avec 10 % en volume de SBF à une densité d’ensemencement de 5000 

cellules/cm2, dans une plaque 24 puits. La culture est reproduite quatre fois, avec un 

témoin négatif. Suite à une incubation à 37 °C pendant 24 h sous atmosphère humide 

avec 5 % de CO2, le milieu de culture est remplacé par le milieu de différenciation 

ostéogénique contenant une faible concentration de dexamethasone, du 3-isobutyl-1-

méthylxanthine (IBMX), de l’insuline, de l’acide ascorbique et du b-glycérophosphate 

(bGP). La plaque est placée dans une étuve thermostatée à 37 °C et 5 % de CO2 

pendant 40 jours. Le milieu de différenciation est changé tous les trois à quatre jours. 

La différenciation ostéocytaire est mise en évidence par l’alizarine rouge ; une 

coloration rouge intense apparaît s’il y a réaction avec le calcium issu des cristaux 

d’hydroxyapatite formé autour des osétoblastes. Préalablement, une solution de 

formaldéhyde est préparée avec 3,72 mg de NaH2PO4, 0,84 mg de NaOH, 20 mL de 

formaldéhyde 37 % et complétée par de l’eau ultrapure. Les puits sont rincés une 

première fois au tampon phosphate salin (PBS), puis deux fois à l’eau ultrapure. Le 

marquage à l’alizarine 2 % (0,2 g de colorant pour 10 mL de solution, complété avec 

de l’eau ultrapure) est effectué avec un temps minimal de pause de deux minutes.  

b. Adipocytes 

La culture s’effectue de manière identique à celle des ostéocytes sur une durée 

de 40 jours, mais avec une densité d’ensemencement de 10000 cellules/cm2. Les 

additifs du milieu de différenciation sont généralement la dexaméthasone à forte 
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concentration, l’IBMX, l’insuline ou l’insuline-like growth factor (IGF), et 

l’indométhacine. 

La coloration des adipocytes s’effectue avec l’Oil Red O. Ce colorant rouge 

s’accumule dans les vésicules lipidiques adipocytaires. Il est en effet plus soluble dans 

les lipides que dans l’isopropanol, qui est le solvant de préparation de ce colorant. Les 

puits sont rincés avec du PBS. La fixation des cellules s’effectue avec une solution de 

formaldéhyde à 4 % et dure 30 min. Ce milieu est remplacé par le colorant préparé à 

0,5 % dans de l’isopropanol pendant 5 min au minimum, puis est rincé trois fois avec 

de l’eau distillée.  

c. Chondrocytes 

La mise en culture des cellules issues de la gelée de Wharton dans un milieu 

α-MEM supplémenté avec 10 % en volume de SVF s’effectue à une quantité cellulaire 

de 3 x 103 à 5 x 103. L’objectif de cette manipulation est d’obtenir une solution cellulaire 

de 1,6 x 107 cellules/ml. Des gouttelettes de 5 µL de solution cellulaire sont placées 

dans quatre puits différents d’une plaque 24 puits, afin que la culture puisse générer 

des micromasses typiques de la différenciation chondrocytaire. Après incubation 

pendant 2 h sous atmosphère humide, le milieu de différenciation chondrogénique 

préparé avec dexaméthasone, acide ascorbique, TGF-b et ITS (insuline, transferrine, 

selenium) est ajouté aux tubes. L’incubation dure alors 28 jours dans une étuve 

thermostatée à 37 °C sous 5 % de CO2, avec changement du milieu de différenciation 

tous les trois à quatre jours.  

Le bleu Alcyan est utilisé afin de colorer les chondrocytes ; il repose sur la 

liaison du colorant avec la matrice produite d’agrécanes sulfatés (protéoglycane du 

tissu cartilagineux), donnant ainsi sa coloration bleue à l’extérieur de l’agrégat. Le 

milieu est enlevé après 40 jours de culture, les tubes sont rincés au PBS et les cellules 

sont fixées avec la solution de formaldéhyde 4 %. Celle-ci est rincée au PBS, puis la 

coloration est effectuée avec une solution de Bleu Alcian préparée dans 0,1 N de 

chlorure d’hydrogène (0,1 g de colorant pour 10 mL de solution). Après 30 min, une 
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solution à 0,1 N de chlorure d’hydrogène permet de rincer trois fois les puits, puis une 

dernière fois à l’eau ultrapure. 

2. Résultats 

Après 40 jours de culture, la visualisation des cellules adipocytaires et 

ostéocytaires, ainsi que de la micromasse chondrocytaire est effectuée à l’aide d’un 

microscope optique, permettant de visualiser la coloration histochimique (Figure 33). 

Lorsque les conditions de culture ont été respectées, les cellules se sont différenciées 

vers les trois lignées cellulaires ; cependant, il n’est pas possible avec ces techniques 

de déterminer la proportion de CSM différenciées au sein de la population induite. Il 

peut en effet visuellement être constaté que l’intégralité des cellules ne réagit pas à la 

coloration. Les publications relatant ces essais de culture sur microporteurs rendent 

compte systématiquement de la réussite des tests de différenciation. 

Figure 33 : (A) Différenciation adipocytaire, coloration à l’oil red O, (B) Différenciation 
ostéocytaire, coloration au red alizarine, (C) Différenciation chondrocytaire, coloration 

au bleu alcyan (120) 

 

Il pourrait cependant être envisagé d’effectuer le marquage histochimique sans 

détachement. Cela permettrait d’effectuer ce contrôle en cours de culture sans étapes 

supplémentaires qui pourraient affecter la qualité des cellules. Dans un premier temps, 

les microporteurs utilisés doivent être faits des matériaux insensibles à la coloration, 

afin de ne pouvoir attribuer la coloration éventuelle qu’aux cellules différenciées. Les 

protocoles de différenciation vers les lignées adiocytaire et ostéocytaire peuvent 

aisément être transposés en présence des microporteurs, tant que la densité cellulaire 

est respectée. Des CSM-MO mises en culture sur microporteurs ont par exemple pu 

Figure 10: GW-MSC identity validation : Characterization of GW-MSC immunopheno-

type, expanded under various dynamic conditions, by flow cytometry using cells cultivated

with an orbital agitation on Plastic-Plus (P+ orb.), Hillex II (H II orb.) and Cytodex-1

(Cyto orb.), and with a mechanical agitation on Cytodex-1 (Cyto mec.) and Star-Plus

(S+ mec.) (A) ; Differentiated WJ-MSC into adipocytes stained with Oil Red (× 50

magnification) (B), osteocytes stained with Alizarin Red (× 10 magnification) (C) and

chondrocytes stained with Alcian blue (× 10 magnification) (D).
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être différenciées sur des microporteurs Cultispher S, puis identifiées après coloration 

au propidium iodide (121). L’enjeu est cependant différent pour la différenciation 

chondrocytaire. La chondrogenèse débute par l’agrégation des cellules souches en 

micromasses qui nécessite donc un nombre de cellules plus important pour initier le 

processus. Le volume de travail étant par conséquent plus important, la culture en tube 

Falconâ doit ainsi être privilégiée. 

C. Capacités d’auto-renouvellement 

Le test de clonogénicité des CSM-GW permet de s’assurer de la prolifération 

correcte des cellules, afin d’évaluer le nombre de cellules viables. Ce test permet de 

s’assurer que la propriété d’auto-renouvellement propre aux cellules souches est 

remplie. 

L’essai mesurant l’efficacité CFU-F repose sur la comparaison du nombre de 

colonies obtenues après une culture de 14 à 21 jours avec la densité 

d’ensemencement initiale. 

Pour évaluer l'efficacité CFU-F, des CSM-GW doivent être ensemencées dans 

une boite de culture à une densité de 10 cellules / cm2, et cultivées avec un 

changement de milieu tous les trois à cinq jours. Après une culture de 14 jours, les 

cellules sont lavées avec du PBS et fixées dans du formaldéhyde à 4 % (v/v) pendant 

30 min. Les colonies sont alors colorées avec du cristal violet à 1% dans du méthanol 

à 100 % (poids / volume) pendant 30 minutes. Les colonies colorées composées de 

plus de 25 cellules sont considérées « unités formant des colonies » au microscope à 

contraste de phase. Le calcul de l'efficacité de CFU-F est effectué selon la formule 

suivante : 

!""#$%$#&é	)*	CFU-F	 = 	 (	CFU-F	$123&é4/	$*6676*4	*84*2*8$é*4	à	6′1;#<#8*) 	× 	100 
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Le cristal violet est un colorant des noyaux de cellules adhérentes (Figure 34) ; 

il s’agit en effet d’un agent intercalant permettant la quantification de l’ADN et il est 

donc proportionnel au nombre de cellules. Ce colorant est cependant insensible aux 

changements de l’activité métabolique cellulaire, il n’est donc pas adapté à la mesure 

de la viabilité cellulaire. 

Figure 34 : Nombre de colonies totales et simple clone de CSM-GW (122) 

 

Les résultats du test CFU-F présentent une variabilité importante en fonction 

des publications. Ils sont en effet dépendants de plusieurs paramètres, notamment la 

méthode d’isolation, les conditions de culture, la densité d’ensemencement cellulaire, 

mais sont également fonction de l’âge et de la santé du donneur (112).  

Enfin, le potentiel de prolifération des CSM peut être évalué par l’estimation du 

temps de doublement de population. Pour cela, la formule 2! = BC/B1 est appliquée 

à chaque passage, et se base sur le nombre de cellules comptées après trypsination 

(Nx) et le nombre de cellules initialement ensemencées (No) (56). 

D. Tests de fonctionnalité 

Les CSM ont des origines variées, avec des capacités fonctionnelles propres 

au tissu dont elles sont issues, ainsi qu’aux méthodes de culture et d’expansion. Il faut 

donc vérifier que le médicament produit l’effet escompté à une dose déterminée. Il est 

en effet bien connu que des changements apparemment mineurs, notamment suivant 

la méthode de culture peuvent causer une altération importante des propriétés 

biologiques des CSM. 
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L’emploi des CSM-GW en clinique repose sur l’assurance de leur fonctionnalité 

(ou « potency »), soit leur aptitude à agir sur les voies de signalisation cellulaire 

adéquates suivant l’indication thérapeutique. Il s’agit donc de démontrer in vitro 

l’efficacité du produit. Dans les différentes applications thérapeutiques visées, l’action 

anti-inflammatoire et immunosuppressive des CSM est attendue. La mise en place 

d’un test permettant de s’assurer de la fonctionnalité des CSM in vivo est difficile à 

mettre en œuvre. Outre la variabilité des sources tissulaires, les mécanismes d’action 

restent largement non élucidés. Par ailleurs, l’analyse d’une seule voix de signalisation 

peut être réductrice et trompeuse. En effet, l’action des CSM repose sur une multitude 

de communications cellulaires induites par des signaux immunitaires et du micro 

environnement local, comme par exemple dans le cas du diabète sucré (Figure 35)   

Figure 35 : Résumé des différentes propriétés thérapeutiques et mécanismes 
d'actions des CSM-GW dans le diabète sucré (123) 

 

L’ISCT recommande à cet effet une analyse matricielle avec la réalisation de 

plusieurs tests complémentaires. Si les résultats de ces tests sont corrélés à une 

activité biologique pertinente, cela devrait permettre de garantir l’activité cellulaire. Ces 

essais sont biologiques ou analytiques et peuvent donner un résultat qualitatif ou 

quantitatif (124).  

Certaines équipes de recherche développent des essais prouvant les capacités 

régénératrices et immunomodulatrices des CSM. Elles se basent par exemple à la fois 

sur l’analyse du sécrétome des CSM, et des gènes codant pour les propriétés 
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(Chatzistamatiou et al., 2014). Taking in consideration all the
interesting findings concerned with WJ-MSCs, it has become
indeed tempting to nominate them to become the new gold
standard for MSCs-based therapies (El Omar et al., 2014).

THERAPEUTIC PROPERTIES AND
MECHANISMS OF WJ-MSCs IN
DIABETES

Over the past couple of decades, MSCs have indeed made their
mark as promising candidates for a wide array of regenerative
medicine applications. Originally, MSCs were thought to mediate
tissue and organ repair by the virtue of a multilineage
di�erentiation potential that enabled them to replace damaged
cells (Mahmood et al., 2003; Murphy et al., 2003). Subsequent
findings suggest that in response to tissue injury, MSCs home to
the site of damage and encourage repair through the production
of trophic factors, including growth factors, cytokines, and
antioxidants (Chen et al., 2008; Karp and Leng Teo, 2009), some
of which provide the basis for their capacity to modulate immune
responses (English et al., 2010). In fact, before carrying out
tissue repair functions, MSCs are believed to first prepare the
microenvironment by modulating inflammatory processes and
releasing various growth factors in response to the inflammation
status (Ma et al., 2014).

Generally, clinical applications of MSCs can be attributed
to five important biological properties: (a) homing to sites
of inflammation following tissue injury when injected
intravenously; (b) the secretion of multiple bioactive molecules
capable of stimulating recovery of injured cells and inhibiting

inflammation; (c) modulating the immune functions (Anzalone
et al., 2018), (d) di�erentiation into various cell types (Wang et al.,
2012), and finally (e) as a tool for gene therapy. WJ-MSCs almost
use all these properties as a therapeutic potential against DM.
We tried to highlight these prominent therapeutic properties and
mechanisms of WJ-MSCs related to DM in Figure 1.

Homing of WJ-MSCs
One of the major characteristics of MSCs is that they have
migratory abilities (Nagyova et al., 2014) that is, after
administration, they specifically migrate to the sites of
inflammation and tissue damage which is typically associated
with cytokine out-burst (Sohni and Verfaillie, 2013; Zachar
et al., 2016). This can be referred to as “homing”. Actually,
the definition of MSCs “homing” is still vague and non-
mechanistic. According to a review by Nitzsche and colleagues,
they would recommend the definition of homing as the active
or passive arrest of a MSC within the vasculature followed by
transmigration across the endothelium (Karp and Leng Teo,
2009; Nitzsche et al., 2017).

Stem cells’ homing turned out to be more complicated than
once expected and the exact mechanism is far from complete
elucidation. It is generally assumed to follow the same pattern
as leukocyte homing which includes cell contact with the
endothelium by tethering and rolling. Usually the adhesion
molecules and selectins are involved in this step (Sackstein,
2004). Thorough understanding of homing mechanisms and
factors a�ecting this homing either intrinsic inside the cells or
extrinsic inside the host is crucial for the e�cacy and safety
of the MSCs administration. Homing is involved in either
the systemic administration of the MSCs through intravenous

FIGURE 1 | Summary of the various therapeutic properties and mechanisms of action of WJ-MSC in diabetes mellitus.
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immunomodulatrices des CSM. À cet effet, la mise en culture des CSM avec des 

cellules mononuclées du sang périphériques humaines (PBMC) permet d’obtenir une 

signature cytokinique spécifique, corrélée à l’inhibition des lymphocytes T. La 

stimulation des CSM avec l’IFN-g permet de con côté d’identifier par RT-PCR les gènes 

régulés positivement, impliqués dans l’immunomodulation (125). Une autre approche 

possible consiste à tester l’inhibition des lymphocytes T en étudiant la phosphorylation 

des CSM. À la différence des essais précédemment décrits, les CSM, toujours 

cultivées avec des PBMC, sont utilisées pour étudier leur sécrétome, mais également 

l’impact de celui-ci sur les CSM (Figure 36) (126). Ces essais concernent cependant 

uniquement les effets des CSM sur le système immunitaire, qui ne sont cependant pas 

forcément recherchés dans certaines applications cliniques envisagées. Il est donc 

nécessaire de définir une approche similaire pour tester, entre autres, les fonctions 

angiogéniques ou anti-apoptotiques.  

 

Figure 36 : Test de fonctionnalité basé sur l'utilisation des CSM comme signal et 
capteur lors de leur interaction avec des cellules mononuclées du sang périphérique 

(126) 

 

We have demonstrated a potency testing approach using MSCs as the stimulator and sensor of the 
secretome upon interaction with Peripheral Blood Mononuclear Cells. Heat inactivated MSCs 
serve as the reference control for live MSCs in this loop analytical approach.

Keywords
Mesenchymal Stromal cells; Potency Analysis; Phospho-STAT; Immune suppression; Phosflow; 
Assay Matrix

Introduction
Development of potency assays is needed to define the release criteria of cell culture-
expanded Mesenchymal Stromal Cells (MSCs) in advanced phase clinical trials [1, 2]. 
MSCs and MSC like cells deploy multiple plausible effector pathways underpinning their 
immunomodulatory and regenerative properties, and hence International Society for Cell 
Therapy (ISCT) recommended an assay matrix approach that captures the effector pathways 
of MSCs[3]. One such example is the secretome-based assay matrix approach that defines 
MSC and PBMC matrix responses to each other upon reciprocal interactions[4]. 
Identification of upregulated and down regulated cytokines and chemokines informs the 
functionality of MSCs in modulating the secretome. However, functionality of the 
cumulative secretome arising from MSC and immune responder cells and their biological 
effect in modulating signaling pathways could also serve as an another matrix approach in 
potency testing. MSCs’ secretome properties are both innate and acquired de novo upon 
sensing inflammatory cues, and thus transfused MSCs are both stimulators and responders 
of the host immunomodulatory microenvironment[4]. Here we have developed a phospho 
matrix approach, which captures STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) 
protein phosphorylation signals of MSCs upon sensing their combined secretome with and 
without interaction of activated PBMCs. In this approach, probe MSC populations serve as 
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E. Sécretome 

Le mode d’action des CSM implique souvent une importante composante 

paracrine, qui se traduit par la sécrétion de molécules bioactives en réponse au 

microenvironnement local. On compte ainsi des molécules immunomodulatrices, anti-

apoptotiques, anti-oxydantes, ou ayant des propriétés angiogéniques. Plusieurs 

techniques permettent de détecter ces cytokines (comme CCL-2, IL-6, ou IL-8), des 

facteurs de croissance (comme VEGF, PDGF) ou encore des prostaglandines (PGE2). 

Les méthodes sont listées ci-dessous, mais ne peuvent être effectuées uniquement 

qu’au moment du downstream process, après détachement des cellules (104): 

- Électrophorèse bidimensionnelle associée à la spectrométrie de masse 

- Séparation de protéines ou de peptides par chromatographie en phase liquide 

associée à la spectrométrie de masse. Cette technique permet de détecter des 

niveaux protéiques plus faibles que la méthode ci-dessus, et même rarement 

des cytokines quand présentes en grandes quantités. 

- Tests immunologiques tels que ELISA, Western Blot, des puces à anticorps 

Cependant, le profil protéomique défini in vitro n’est pas forcément corrélé à 

l’efficacité des CSM in vivo (100). Par ailleurs, plusieurs équipes ont rapporté que le 

profil transcriptomique était susceptible d’évoluer au fur et à mesure des passages 

pour des cellules souches issues de moelle osseuse ou de cordon ombilical, cultivées 

dans un milieu supplémenté en FBS. Le domaine de la thérapie cellulaire est toujours 

en train d’évaluer l’impact des formulations des milieux de culture et des suppléments 

de croissance sur les propriétés biologiques des CSM, et ainsi sur leur potentiel 

thérapeutique. Un nombre croissant de milieux alternatifs xeno-free et serum-free qui 

permettent d’assurer la prolifération des CSM et la conservation de leurs propriétés 

intrinsèques sont utilisés de manière croissante ; l'influence de ces différentes 

formulations sur la dérive du transcriptome en cours de culture reste à déterminer.  
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F. Test de viabilité 

Dans les essais cliniques au sein desquels les cellules souches sont utilisées, 

la viabilité cellulaire doit être, selon la FDA, d’au moins 70% (128). La mesure de la 

viabilité cellulaire est associée à la détermination du nombre de cellules disponibles. 

Plusieurs essais sont disponibles afin de tester la viabilité cellulaire des cellules 

détachées : 

Acridine orange / Propidium iodide 

L’acridine orange (AO) colore l’ADN dans le noyau de toutes les cellules afin 

d’obtenir le nombre total de cellules nucléées. Le propidium iodide (PI) est également 

un colorant se fixant à l’ADN mais est utilisé pour identifier les cellules apoptotiques et 

ainsi déterminer la viabilité cellulaire. Les cellules vivantes sont imperméables de par 

leur membrane au PI. L’observation au microscope à fluorescence par comptage 

manuel ou l’utilisation d’un compteur cellulaire automatatisé permet d’estimer la 

viabilité cellulaire. Les cellules vivantes fluorescent vert, alors que les cellules mortes 

fluorescent rouge (129). 

Test d'exclusion au colorant Bleu Trypan 

Il est utilisé pour déterminer le nombre de cellules viables présentes dans une 

suspension cellulaire. Il repose sur le principe que les cellules vivantes possèdent des 

membranes cellulaires intactes qui excluent certains colorants, tels que le bleu trypan, 

l'éosine ou le propidium, alors que les cellules mortes y sont perméables. La 

suspension cellulaire est simplement mélangée avec le colorant, puis examinée 

visuellement pour déterminer si les cellules absorbent ou excluent le colorant. Une 

cellule viable aura un cytoplasme clair, tandis qu'une cellule non viable aura un 

cytoplasme bleu. Afin de compter les cellules, on peut utiliser un hématimètre sur 

lequel les cellules seront comptées sous microscope optique et déterminer la viabilité 

par la formule suivante (130) :  

(%"#$$%$#&	()*+$#& = E1 − Nombre de cellules colorées bleu
Nombre total de cellules G × 100 
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On peut également utiliser un analyseur de viabilité cellulaire automatisé tel que 

le Vi-CellTM Cell Viability Analyzer Counter (Beckman Coulter). 

Les deux méthodes sont équivalentes et peuvent être utilisées selon des 

moyens disponibles. En effet, il y a une étroite corrélation entre les deux techniques 

après évaluation sur trente échantillons, la régression linéaire donnant un R2 supérieur 

à 0,96% (Figure 37) (131). 

 

Figure 37 : Comparaison des méthodes AO/PI et trypan bleu (131) 

Il est également possible d’évaluer le métabolisme et la prolifération cellulaire 

en effectuant un dosage colorimétrique au MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide). Cet essai évalue la viabilité cellulaire en mesurant 

l’activité des déshydrogénase mitochondriales (132). Les suspensions de CSM-GW 

doivent être diluées à 2x103 cellules par millilitre avec de l'a-MEM contenant 10% de 

FBS. Des aliquotes de 100 μL de suspensions de CSM-GW sont ensuite mis en culture 

dans des plaques de 96 puits et incubées à 37 ° C dans une atmosphère humidifiée à 

5% de CO2. Après 24 heures d'adhésion et de prolifération cellulaire, un volume de 20 

µL de solution de MTT à 5 mg/mL est ajouté à chaque puits. L’incubation dure alors 4 

h, à l’issue desquelles le milieu est retiré. Le MTT est une solution d’aspect jaunâtre 

7KH�QXPEHU��FRQFHQWUDWLRQ�DQG�SHUFHQW�YLDELOLW\�RI�QXFOHDWHG�
FHOOV�PHDVXUHG�IRU�UHSUHVHQWDWLYH�VDPSOHV�LV�OLVWHG�LQ�WKH�
WDEOH�DERYH�ULJKW��)RU�HDFK�VDPSOH�����O�ZDV�ORDGHG�LQWR�WKH�
Cellometer Counting Chamber and four areas of the counting 
chamber were automatically imaged and counted. The total 
number of nucleated cells counted, the concentration of 
QXFOHDWHG�FHOOV�LQ�WKH�RULJLQDO�VDPSOH��DQG�WKH�SHUFHQW�YLDELOLW\�
were automatically generated by the Cellometer system. 

Trypan Blue vs. AO/PI Viability Results
7KLUW\�SURFHVVHG�VDPSOHV��YLD�GHQVLW\�JUDGLHQW�VHSDUDWLRQ�
and/or immuno-magnetic separation) were tested using both 
PDQXDO�7U\SDQ�%OXH�DQG�DXWRPDWHG�$2�3,�YLDELOLW\�PHWKRGV��
7KHUH�ZDV�D�YHU\�KLJK�GHJUHH�RI�FRUUHODWLRQ�EHWZHHQ�WKH�WZR�
methods. (R2�YDOXH�RI��������

The six samples displaying the largest discrepancy in percent 
YLDELOLW\�ZHUH�WKH�ERQH�PDUURZ�01&�VDPSOHV�DQG�&'���
GHSOHWHG�ERQH�PDUURZ�VDPSOHV�FRQWDLQLQJ�YDU\LQJ�DPRXQWV�
RI�5%&�FRQWDPLQDWLRQ��7U\SDQ�%OXH�YLDELOLW\�UDQJHG�IURP����
WR�����DQG�$2�3,�YLDELOLW\�UDQJHG�IURP����WR�����IRU�WKHVH�
samples. Manual counts included RBC in total cell counts, 
UHVXOWLQJ�LQ�KLJKHU�SHUFHQW�YLDELOLW\�FDOFXODWLRQV��3XULÀHG�
samples with no red blood cell contamination, including 

Normal Peripheral Blood MNC (fresh)
In the normal peripheral blood MNC sample, there is still 
HYLGHQFH�RI�ORZ�OHYHO�FRQWDPLQDWLRQ�RI�QRQ�QXFOHDWHG�FHOOV�
(blue circles). These cells would be counted as nucleated white 
blood cells in a manual counting system.

Image 9 and 10 %ULJKW�ÀHOG�DQG�GXDO�ÁXRUHVFHQFH�FRXQWHG�LPDJH�IRU�D�
normal peripheral  blood sample following density gradient separation.

CD34+ Mobilized Peripheral Blood Sample (fresh)
CD34+ mobilized peripheral blood samples showed 
YHU\�XQLIRUP�VWDLQLQJ�RI�QXFOHDWHG�ZKLWH�EORRG�FHOOV��1R�
LQWHUIHUHQFH�IURP�QRQ�QXFOHDWHG�UHG�EORRG�FHOOV�ZDV�REVHUYHG��
$�VLPSOH�WU\SDQ�EOXH�YLDELOLW\�PHWKRG�RU�D�GXDO�ÁXRUHVFHQFH�
YLDELOLW\�PHWKRG�FRXOG�EH�XVHG�DW�WKLV�VWDJH�

Image 11 and 12 %ULJKW�ÀHOG�DQG�GXDO�ÁXRUHVFHQFH�FRXQWHG�LPDJH�IRU�
a CD34+ mobilized peripheral  blood sample.

Sample*
Cell 
Population

Count 
(# of cells)

Concentration 
(cells / mL) % Viability

Bone Marrow Aspirate 
(fresh)

Total 1,456 5.06 x 106 99.7%

Live 1,460 5.05 x 106

Dead 4 1.4 x 104

Bone Marrow MNC Total 989 3.44 x 106 99.6%

Live 985 3.43 x 106

Dead 4 1.38 x 104

Bone Marrow CD34+ 
(fresh)

Total 500 1.74 x 106 92%

Live 460 1.61 x 106

Dead 40 1.39 x 105

Cord Blood (Fresh) Total 276 9.57 x 105 91.3%

Live 252 8.74 x 105

Dead 24 8.32 x 104

Normal Peripheral 
Blood MNC

Total 1,656 5.73 x 106 91.3%

Live 1,512 5.24 x 106

Dead 144 4.97 x 105

Mobilized Peripheral 
Blood

Total 2,674 9.33 x 106 92.6%

Live 2,475 8.64 x 106

Dead 199 6.90 x 105

*All samples tested were from different donors.

R² = 0.9618
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Trypan Blue Live Cell (/ml) using Hemacytometer

Manual Trypan Blue vs. Automated AO/PI Viability

Cord Blood Sample (fresh )
Similar to bone marrow aspirates, fresh cord blood samples 
contain a large number of platelets and red blood cells. Dual-
ÁXRUHVFHQFH�LV�UHTXLUHG�WR�REWDLQ�DQ�DFFXUDWH�FHOO�FRXQW�DQG�
YLDELOLW\�GHWHUPLQDWLRQ�

Image 7 and 8 %ULJKW�ÀHOG�DQG�GXDO�ÁXRUHVFHQFH�FRXQWHG�LPDJH�IRU�D�
fresh cord blood sample.
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qui, au contact des déshydrogénases mitochondriales, est réduit en cristaux de 

formazan bleu foncé et insolubles dans l’eau. Ces cristaux précipitent dans la cellule 

et peuvent alors être observés au microscope optique. Le nombre de cellules viables 

est ainsi corrélé à l’estimation du nombre de mitochondries. Ce dernier est estimé 

grâce à la spectophotométrie par la quantité de cristaux et donc la concentration en 

formazan. En ajoutant 150 µL de dimethylsulfoxide (DMSO), les cristaux sont dissous, 

et l’absorbance est mesurée par un spectophotomètre à 490 nm (122). 

Des essais ont, ces dernières années, permis de déterminer la viabilité cellulaire 

et d’effectuer le comptage cellulaire en cours de culture, sans étape préalable de 

détachement cellulaire. Ainsi l’essai au MTT est transposable aux cellules attachées 

aux microporteurs, et permet de manière indirecte de déterminer la concentration de 

cellules viables (133). Une méthode quantitative permettant d’effectuer le comptage 

cellulaire de manière plus robuste, directement sur les microporteurs, a été 

développée par l’équipe BioPromo. Elle repose dans un premier temps sur la 

coloration au DAPI des noyaux cellulaires, puis sur la détection des cellules et des 

contours des microporteurs à l’aide d’un script Matlab. Il est ainsi possible d’obtenir le 

nombre de cellules par microporteurs avec une erreur moyenne évaluée à 5% par 

rapport au comptage manuel. Cette méthode ne permet pas cependant de distinguer 

les cellules viables des cellules non viables (120). 

G. Tests complémentaires 

Au-delà des tests visant à démontrer l’efficacité et la qualité des cellules 

souches, des contrôles supplémentaires visant à garantir l’intégrité du produit final sont 

à effectuer. Sa libération passe ainsi par l’assurance de sa pureté et de sa stérilité.  

1. Test de pureté 

La pureté des traitements à base de CSM repose sur les tests évaluant les 

contaminants résiduels, ainsi que sur les tests de pyrogénicité (évaluation des 

endotoxines bactériennes). En effet, ces médicaments ont pour vocation d’être 
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administrés par voie parentérale au patient et ils doivent donc répondre aux contraintes 

des médicaments injectables.  

Les normes de la pharmacopée imposent l’absence de substances pyrogènes 

dans les produits pharmaceutiques entrant en contact avec la circulation sanguine ou 

le système nerveux central. La pharmacopée européenne, qui spécifie les doses seuils 

d’endotoxines bactériennes, définit la limite maximale tolérée à 5 UI d’endotoxines par 

kilogramme de masse corporelle et par heure pour la voie intraveineuse. Afin de 

déterminer cette valeur, le test du lysat d’amoébocyte de limule (LAL) est couramment 

utilisé. Le principe de cette méthode colorimétrique repose sur la propriété du lysat à 

coaguler en présence de quantités infimes d’endotoxines (134). 

Parmi les substances pouvant être présentes dans le produit final, on retrouve 

des contaminants, des résidus (peptides, cytokines, facteurs de croissance…), des 

produits nouvellement générés ou des produits de dégradation. Elles proviennent 

potentiellement des matières premières, de composants du milieu, de réactifs 

chimiques ou de tout autre additif lié à la production. Ces substances, par exemple 

l’albumine dérivée du sérum de veau fœtal ou les antibiotiques utilisés, peuvent avoir 

des effets délétères sur la qualité et la sécurité du médicament. Il est donc nécessaire 

de prouver qu’elles ne sont pas présentes ou d’établir des tests appropriés pour 

contrôler les niveaux admissibles dans le produit final (134). Ces tests de pureté, où 

le produit final est caractérisé entièrement, peuvent être effectués par cytométrie en 

flux (135). 

2. Test de stérilité 

La stérilité doit être assurée tout au long du processus de fabrication. En effet, 

la stérilité du produit final doit être démontrée avant son utilisation chez un patient. 

Cette étape est d’autant plus importante car il est impossible de stériliser un produit 

cellulaire. L’utilisation de matériel humain ou xénogénique peut conduire à une 

possible contamination accidentelle de l’hôte par des agents tels que les champignons, 

les bactéries, les virus ou les mycoplasmes.  
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Le contrôle de la stérilité repose tout d’abord sur la recherche d’éventuels 

germes ou champignons (levures, moisissures), dont la présence est indésirable. Ces 

essais de stérilité sont menés par filtration membranaire ou par inoculation directe, 

selon les protocoles définis par la pharmacopée européenne. Les milieux appropriés 

aux germes recherchés sont mis en incubation durant une période de 14 jours en 

présence de la solution à tester. Parmi les milieux disponibles, une gélose trypto-

caséine de soja permet ainsi de détecter les germes totaux, une gélose de Saboraux 

permet d’isoler les Fungi, et un bouillon de Mac Conkey favorisera la croissance 

d’éventuels Escherichia Coli. Si ces résultats ne peuvent être obtenus qu’après 

l’administration du produit au patient, des méthodes permettant de s’assurer de 

l’absence de germes éventuels après l’administration doivent être préalablement 

établies. Dans de tels cas, il faut démontrer que les produits intermédiaires sont 

stériles, et que cette stérilité a été strictement maintenue durant l’intégralité de la 

production conduisant au produit final (136).  

Préalablement au recueil des cellules souches, le donneur doit être testé pour 

certains virus et maladies transmissibles selon les recommandations de l’EMA et de 

la FDA. On citera par exemple le rétrovirus de type 1 et 2 (HTLV-1, HTLV-2), le 

cytomégalovirus (CMV), le virus de l’immunodéficience humaine de type 1 et 2 (HIV-

1, HIV-2), le virus de l’hépatite B (VHB), de l’hépatite C (VHC), le treponema pallidum, 

le prion responsable de l’encéphalopathie spongiforme, ainsi que toute autre maladie 

pouvant affecter la xénogreffe (137). La recherche de ces agents infectieux doit être 

également effectuée sur le sérum utilisé au cours de la culture, qu’il soit d’origine 

xénogénique ou humain, mais également sur le produit final. En effet, les protocoles 

de culture des CSM principalement présentés à ce jour dans la littérature sont conduits 

dans des systèmes ouverts, plus propices à des contaminations extérieures que des 

systèmes fermés (135).  

Des tests de tumorogénicité doivent également être menés avant le début d’une 

thérapie cellulaire. L’objectif est en effet de détecter les anomalies chromosomiques 

éventuelles, ou d’éviter la formation de tératomes lors de l’administration au patient. Il 



 106 

a été rapporté que le profil transcriptomique et l’expression de certains gènes 

pouvaient être altérés durant l’expansion cellulaire. Les gènes reliés à la prolifération, 

la différenciation, l’apoptose ou l’inflammation seront plus à même d’être déréglés à 

chaque passage au cours de l’expansion cellulaire, dû au vieillissement cellulaire. 

L’absence de cellules suspectes dans le produit final est essentielle ; Il n’y a pas 

aujourd’hui de recul suffisant pour s’assurer de l’absence de prolifération de cellules 

malignes à long terme après administration des cellules souches au patient. À ce jour, 

aucun cancer n’a été relevé suite à des essais cliniques utilisant des CSM. Concernant 

les CSM-GW, elles sont considérées à ce jour comme non-tumorigènes, voire anti-

tumorigènes. Les mécanismes associés à ces propriétés ne sont cependant pas 

totalement élucidés (123). Les tests pouvant être conduits sont les suivants (137): 

- Analyse du caryotype 

- Hybridation in situ en fluorescence (FISH) 

- Réaction de polymérisation en chaîne (PCR) 

- Hybridation génomique comparative (CGH) 
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Conclusion 

La quantité considérable de données mettant en évidence le potentiel 

thérapeutique des CSM a motivé l'intérêt d'utiliser ces cellules comme outils 

thérapeutiques. Les cellules souches issues de la gelée de Wharton constituent un 

choix intéressant de par leur recueil plus aisé que les autres sources de CSM. Leur 

potentiel de prolifération, mais aussi leurs capacités de différenciation font de ces 

cellules une source non négligeable en vue d’une culture à grande échelle. Plus 

immatures que les cellules issues de la moelle osseuse, leurs caractéristiques 

immunologiques, ainsi que leur ressemblance avec les cellules souches 

embryonnaires laisse envisager une utilisation clinique plus sécurisée. Même si les 

résultats des essais cliniques sont encourageants, peu ont rendu leurs conclusions. 

Le potentiel de ces cellules est néanmoins reconnu mondialement à ce jour, et suscite 

un intérêt dans de nombreux domaines thérapeutiques, que les maladies soient bien 

décrites (par exemple dans l’infarctus du myocarde, la maladie de Crohn ou la sclérose 

en plaques), ou encore méconnues (par exemple la COVID-19). 

Même si les protocoles permettent aujourd’hui d’atteindre les spécifications 

posées par les autorités compétentes, plusieurs points nécessitent d’être éclaircis afin 

de garantir le développement de médicaments sûrs, et donc de thérapies cellulaires 

fiables, reproductibles et efficaces. Il est ainsi nécessaire d’éclaircir précisément le 

phénotype des CSM notamment issues de la gelée de Wharton. On note en effet le 

manque de données sur les liens entre le phénotype et le fonctionnement précis des 

cellules. Les propriétés immunomodulatrices sont également prometteuses en vue 

d’une utilisation thérapeutique, mais nécessitent d’être approfondies. 

Les cultures basées sur les microporteurs sont encourageantes en tant 

qu’alternative à la culture en deux dimensions, et sont potentiellement capables de 

respecter les BPF. Cependant, plusieurs défis doivent être relevés dans un proche 

avenir. Même s'il a été démontré que les systèmes de culture basés sur des 

microporteurs sont moins onéreux à grande échelle que les systèmes de culture 
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planaires, d’autres aspects peuvent considérablement augmenter les coûts de 

production, comme les formulations des milieux de culture, capables de favoriser 

l'adhésion cellulaire et l'expansion des microporteurs. En outre, malgré tous les 

avantages des systèmes de culture basés sur les microporteurs, il convient de noter 

que la plupart des produits à base de MSC utilisés dans les essais cliniques sont 

actuellement fabriqués à l'aide de systèmes planaires. Cela s'explique non seulement 

par la quantité importante de données générées au cours des dernières décennies à 

l'aide de ces méthodes, mais également par le fait que le traitement en aval associé 

est relativement simple et bien établi. Pour que les systèmes basés sur les 

microporteurs soient pleinement mis en œuvre dans la fabrication à grande échelle, il 

est essentiel que les opérations de récupération des cellules soient rapidement 

optimisées. Ces étapes peuvent en effet tout autant influencer la qualité cellulaire. Des 

équipes de recherche travaillent sur d’autres méthodes de culture à grande échelle, 

notamment par l’encapsulation des cellules souches qui permettrait de mimer 

l’environnement in vivo. Bien qu’également prometteuse, son utilisation repose sur 

l’utilisation du biomatériau adéquat, à l’image des microporteurs. 

La qualité des cellules doit par ailleurs répondre en tous points aux attentes 

réglementaires. Des essais sont indispensables en vue de la libération du lot 

pharmaceutique, portant notamment sur les attributs qualité critiques identifiés. 

L’objectif initial de ce projet reposait sur l’identification ou l’établissement de protocoles 

permettant d’effectuer certains essais directement sur les microporteurs, et donc en 

cours de culture. Peu ont le potentiel d’être transposés à la culture 3D (viabilité 

cellulaire, différenciation par exemple), du fait entre autres de l’encombrement ou du 

matériau des microporteurs. Ainsi, ces essais, qui peuvent être chronophages, ne 

permettent pas de suivre avec précision la culture cellulaire, qui, elle-même, prend 

plusieurs jours. Certains protocoles sont explicités dans la pharmacopée, mais pour la 

plupart, la méthode utilisée reste libre.  

Il a été présenté dans ce travail les protocoles actuellement proposés par les 

différentes équipes travaillant sur les CSM-GW ; il est cependant nécessaire 
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d’uniformiser les pratiques en vue de la mise sur le marché de ces traitements 

prometteurs. 
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Résumé :  

Le potentiel thérapeutique des cellules souches mésenchymateuses (CSM) suscite un 
intérêt grandissant en médecine régénérative. Pour cela, les CSM issues de la gelée 
de Wharton représentent une source alternative aux CSM isolées depuis la moelle 
osseuse, par leur recueil, leur abondance et leur caractéristiques intrinsèques. Grâce 
à leurs propriétés d’auto-renouvellement et de différenciation, leur mise en culture, et 
ainsi, l’obtention de cellules en quantité suffisante, laisse envisager de multiples 
applications thérapeutiques. Cependant, la culture de cellules stromales 
mésenchymateuses doit relever aujourd’hui un certain nombre de défis scientifiques 
et technologiques en vue de leurs utilisation massive en thérapie cellulaire ou en 
ingénierie tissulaire. Pour cela, la mise en place de procédés de culture robustes 
garantissant conjointement des performances accrues d’expansion et une qualité 
constante des cellules est nécessaire. L’utilisation de supports d’adhérence 
(microporteurs) mis en suspension en bioréacteur est ainsi désormais privilégiée dans 
cette optique. Quel que soit le mode de culture envisagé, les étapes de production 
peuvent potentiellement altérer la qualité cellulaire. L’identification des attributs qualité 
critiques, et la mise en place d’essais visant à les contrôler est essentielle en vue de 
la libération des lots de production, afin de garantir sécurité et efficacité du produit 
final. 

 

Mots-clés :  Cellules souches mésenchymateuses, Gelée de Wharton, 
Microporteurs, Contrôle qualité 

Title : 

Wharton’s jelly stem cells, dynamic culture and quality control 

 

Abstract : 

The therapeutic potential of mesenchymal stem cells (MSC) raises an increasing 
interest in regenerative medicine. For such needs, Wharton’s jelly stem cells are an 
alternative source to bone marrow stem cells, by their collection, their abundance and 
their internal features. Thanks to their self-renewal and differentiation properties, 
expansion, and thus obtaining a sufficient number of cells, allows numerous 
therapeutic applications. However, mesenchymal stromal cells expansion faces today 
a number of scientific and technological challenges to ensure their use on a massive 
scale in cell therapy or tissue engineering. To this end, the implementation of robust 
culture processes that jointly guarantee increased expansion performance and 
consistent cell quality is necessary. For such a purpose, the use of adhesion supports 
(microcarriers) suspended in a bioreactor is therefore now favored. Regardless of the 
expansion method, each production step can potentially alter cell quality. The 
identification of critical quality attributes, and the implementation of tests to control 
them is essential for the release of production batches, in order to ensure the safety 
and effectiveness of the final product. 

Key words :  Mesenchymal stem cells, Wharton’s jelly, Microcarriers, Quality 
control 

 


