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Résumé 

Les maladies ischémiques représentent un problème de santé publique majeur en raison de leurs 

taux élevés de prévalence et mortalité. [Ωǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ stromales mésenchymateuses 

(CSM) dans une approche thérapeutique est considérée comme une option très prometteuse 

ouvrant la voie à des thérapies innovantes capables de stimuler à la fois la reperfusion et la 

régénération des tissus endommagés ŀƛƴǎƛ ǉǳΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŜ ǇǊƻƴƻǎǘƛŎ Ǿƛǘŀƭ ŘŜǎ ǇŀǘƛŜƴǘǎ ŀǘǘŜƛƴǘǎ 

des maladies ischémiques chroniques. Cependant, leur efficacité clinique doit être encore 

améliorée, car de nombreuses études observent une mortalité massive des cellules, une faible 

ǊŞǘŜƴǘƛƻƴ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ ƎǊŀƴŘŜ ǾŀǊƛŀōƛƭƛǘŞ ŘŜ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ thérapeutique des cellules. De plus, les 

défis liés à la standardisation des protocoles et aux coûts élevés des thérapies autologues 

nécessitent de trouver dΩŀǳǘǊŜǎ stratégies accessibles pour maximiser leur efficacité et diminuer 

les coûts de production de traitement. [ΩƻōƧŜŎǘƛŦ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ǘƘŝǎŜ était de concevoir une version 

optimisée ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ composé de microbilles injectables et cryopréservables chargées 

de CSM préconditionnées, prêtes à être utilisées pour des thérapies allogéniques des maladies 

ischémiques. Dans le développement de ce produit cellulaire, nous avons combiné deux 

technologies prometteuses Ł ǎŀǾƻƛǊ ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ŝǘ ƭŜ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ 

pharmacologique avec le célastrol, un antioxydant naturel. 

Ces travaux ont été réalisés en trois phases. 5ΩŀōƻǊŘΣ ƴƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ŞǾŀƭǳŞ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ 

préconditionnement pharmacologique du célastrol sur des CSM de rat et humaines encapsulées 

dans un hydrogel volumique de chitosaneΣ ƛƴ ǾƛǘǊƻ Ŝǘ Řŀƴǎ ǳƴ ƳƻŘŝƭŜ ŀƴƛƳŀƭ ǎŀƛƴ Ł ƭŀ ǎǳƛǘŜ ŘΩǳƴŜ 

injection sous-cutanée. Les résultats confirment que le préconditionnement avec 1 µM améliore 

ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŜƳŜƴǘ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘŜǎ CSM, ce qui se traduit par la 

ŦƻǊƳŀǘƛƻƴ ŘŜ ǾŀƛǎǎŜŀǳȄ Řŀƴǎ ƭŀ ȊƻƴŜ ŘΩƛƳǇƭŀƴǘŀǘƛƻƴ après 7 jours in vivo. Nous avons ensuite 

ŜȄŀƳƛƴŞ ƭΩƛƴŦƭǳŜƴŎŜ ŘŜ ƭŀ ŎƻƳǇƻǎƛǘƛƻƴ ŘŜǎ ƘȅŘǊƻƎŜƭǎ (chitosane, chitosane-gélatine et alginate), 

du préconditionnement (1 et 0,1 µM) et de la conservation sur ƭΩƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞ, les propriétés 

mécaniques et ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ des CSM encapsulées dans des microbilles obtenues 

par la méthode dΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴΦ Les cellules encapsulées dans des microbilles à base de chitosane 
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ont considérablement amélioré la viabilité et la libération de VEGF par rapport aux microbilles 

ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜΦ Les CSM prétraitées (0,1 µM) et encapsulées dans des microbilles de chitosane-

gélatine forment un produit cellulaire injectable à travers une aiguille 23 G. Ce produit cellulaire 

résiste à une compression pouvant atteindre 80 % et conserve leurs propriétés proangiogéniques 

des cellules après congélation. En poursuivant nos recherches, nous avons développé une 

méthode de fabrication des microbilles sans huile fonctionnant avec un système coaxial à flux 

ŘΩŀƛǊΦ Cette méthode a permis de fabriquer ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine stériles et 

injectables, présentant une distribution de taille étroite et une excellente viabilité. Les CSM 

encapsulées Řŀƴǎ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine ont montré une meilleure fonction paracrine 

en stimulant la prolifération et la migration des cellules endothéliales dans un modèle de 

coculture in vitro ǇŀǊ ǊŀǇǇƻǊǘ ŀǳȄ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ. Après cryopréservation, ces microbilles 

peuvent être injectées avec une aiguille 21G. 9ƭƭŜǎ ǊŞǎƛǎǘŜƴǘ Ł ǳƴŜ ŎƻƳǇǊŜǎǎƛƻƴ ŀƭƭŀƴǘ ƧǳǎǉǳΩŁ 50 % 

tout en conservant leurs fonctions paracrines, qui sont proches des cellules fraîches. 

En conclusion, cette thèse présente une solution innovante et prometteuse permettant 

ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘŜǎ /{aǎΣ ŎŜ ǉǳƛ Ŝǎǘ ŜǎǎŜƴǘƛŜƭ ǇƻǳǊ ƭŜ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘŜǎ 

maladies ischémiques. /Ŝǎ ǊŜŎƘŜǊŎƘŜǎ ǎΩƛƴǎŎǊƛǾŜƴǘ Řŀƴǎ ǳƴŜ ŘŞƳŀǊŎƘŜ Ǿƛǎŀƴǘ Ł ǘǊŀƴǎŦƻǊƳŜǊ ƭŀ 

thérapie cellulaire en une solution accessible, standardisée, ouvrant ainsi la voie à des thérapies 

cellulaires plus efficaces et conformes aux exigences des traitements allogéniques. 

Mots clés: Préconditionnement pharmacologique, thérapie cellulaire, cellules stromales 

mésenchymateuses, chitosane-gélatine, alginate-gélatine, cryopréservation, vascularisation, 

maladies ischémiques, émulsification, extrusion coaxiale Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊΦ 
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Abstract 

Ischemic diseases represent a major public health problem due to their high prevalence and 

mortality rates. The use of mesenchymal stromal cells (MSCs) in a therapeutic approach is 

considered a very promising option, paving the way for innovative therapies capable of 

stimulating both reperfusion and regeneration of damaged tissue, as well as improving the vital 

prognosis of patients suffering from chronic ischemic diseases. However, their clinical efficacy 

needs to be further improved, as numerous studies have observed massive cell mortality, low 

retention and high variability in cellular efficacy. In addition, the challenges of standardizing 

protocols and the high costs of autologous therapies call for alternative strategies to maximize 

efficacy and reduce the production costs. The aim of this thesis was to design an optimized version 

of a cell product composed of injectable and cryopreservable microbeads loaded with 

preconditioned MSCs, ready to use in allogeneic therapies for ischemic diseases. In developing 

this cell-based product, we combined two promising technologies: cell encapsulation and 

pharmacological preconditioning with celastrol, a potent natural antioxidant. 

This work was carried out in three phases. First, we examined the effects of pharmacological 

preconditioning with the natural antioxidant celastrol on encapsulated rat and human (bone 

marrow-derived) MSCs in vitro and in a healthy animal model after subcutaneous injection. The 

results demonstrated that preconditioning with 1 µM significantly improved MSC viability and 

pro-angiogenic activity, leading to the formation of vessels in the implantation area after 7 days 

in vivo. Our research explored the effect of hydrogel composition (chitosan, chitosan-gelatin, 

alginate), preconditioning (1 and 0.1 µM), and cryogenic storage on the injectability, mechanical 

properties, and pro-angiogenic potential of MSC encapsulated in microspheres through 

emulsification.  We found that MSCs encapsulated in chitosan-based microspheres exhibited a 

significant enhancement in viability and VEGF release compared to those encapsulated in alginate 

microspheres. Preconditioned MSCs (0.1 µM) encapsulated in chitosan-gelatin microbeads form 

a cellular product that can be injected through a 23-gauge needle. They can withstand up to 80% 

compression, maintaining their pro-angiogenic function even after cryopreservation. We 

continued our research, developing an oil-free microbead fabrication method using an air assisted 
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coaxial system. This method made it possible to manufacture sterile, injectable alginate-gelatin 

microbeads with a lower size distribution and excellent viability. MSCs loaded alginate-gelatin 

microbeads showed enhanced paracrine function by stimulating endothelial cell proliferation and 

migration in an in vitro coculture model, compared with alginate microbeads. After 

cryopreservation, these microbeads can be injected with a 21G needle. They withstand 

compression of up to 50% while retaining their paracrine functions, which is close to those of 

fresh cells. 

In conclusion, this thesis presents an innovative and promising solution for enhancing the pro-

angiogenic activity of MSCs, which is essential for the treatment of ischemic diseases. This 

research is part of an approach aimed at transforming cell therapy into an accessible, 

standardized solution, paving the way for more effective cell therapies that meet the 

requirements of allogeneic treatments. 

Keywords: Pharmacological preconditioning, cell therapy, mesenchymal stromal cells, chitosan-

gelatin, alginate-gelatin, cryopreservation, vascularization, ischemic diseases, emulsification, co-

axial airflow extrusion. 
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tu ƴΩŀvais pas reçu les soins appropriés. WŜ ƳΩŞǘŀƛǎ ǇǊƻƳƛǎ ŘŜ ŘŜǾŜƴƛǊ ƳŞŘŜŎƛƴ ŀŦƛƴ ŘŜ ǎŀǳǾŜǊ ŘŜǎ 

vies. Le destin a voulu que je suive le parcours de doctorat en Génie biomédical, développant une 

ŀǇǇǊƻŎƘŜ ƴƻǾŀǘǊƛŎŜ ǉǳƛ ǇƻǳǊǊŀ ǊŞǾƻƭǳǘƛƻƴƴŜǊ ƭŜ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘΩǳƴŜ ƳŀƭŀŘƛŜ ŦƛƎǳǊŀƴǘ ǇŀǊƳƛ ƭŜǎ 

principales causes de mortalité dans le monde. 
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Chapitre 1 ς Introduction générale 

Les maladies ischémiques constituent une préoccupation majeure en matière de santé publique, 

car elles sont la principale cause de décès dans le monde. {Ŝƭƻƴ ƭΩOrganisation mondiale de la 

santé (OMS), elles ont été responsables ŘΩŀǳ Ƴƻƛƴǎ мф Ƴƛƭƭƛƻƴǎ ŘŜ ŘŞŎŝǎ en 2021 dans le monde 

(1). En ce qui concerne les maladies artérielles périphériques (MAP) en particulier, il est estimé 

ǉǳΩŜƴǾƛǊƻƴ нр% des patients atteints de sa forme grave (ischémie critique des membres 

inférieurs) décèderont dans la même année et 30 % subiront une amputation (2). Les traitements 

actuels, ǉǳΩƛƭǎ ǎƻƛŜƴǘ médicamenteux ou chirurgicaux, sont souvent inefficaces à long terme avec 

un taux dΩŞŎƘŜŎs élevé et risque de récidive générant des coûts importants dans le système 

hospitalier (3, 4). Face à cette réalité, il devient impératif de trouver des thérapies innovantes 

plus efficaces pour optimiser la reperfusion et minimiser les lésions tissulaires. 

La thérapie cellulaire assistée par les cellules stromales mésenchymateuses (CSM) adultes 

présente un potentiel intéressant pour soigner efficacement les personnes souffrant des MAP en 

raison de sa faculté à favoriser le processus de régénération vasculaire pour une reperfusion et 

régénération des tissus lésés. (4-6). Toutefois, ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜ cette approche rencontre plusieurs 

ƻōǎǘŀŎƭŜǎ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘǎΣ ǘŜƭǎ ǉǳΩǳƴŜ ǊŞǘŜƴǘƛƻƴ ŦŀƛōƭŜΣ ǳƴ ǘŀǳȄ ŞƭŜǾŞ ŘŜ ƳƻǊǘŀƭƛǘŞ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

injectées dans un tissu ischémique (7-10) Ŝǘ ǳƴŜ ǾŀǊƛŀōƛƭƛǘŞ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ qui 

conduit à des résultats cliniques non reproductibles (2, 11-13). Un autre défi réside dans la 

production et la standardisation, notamment pour les thérapies autologues personnalisées. Cela 

ŎƻƳǇƭƛǉǳŜ ƭΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǇǊƻǘƻŎƻƭŜǎ ŘŜ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ Ŝǘ ŀǳƎƳŜƴǘŜ ƭŜǎ ŘŞƭŀƛǎ ŘΩŀǘǘŜƴǘŜΣ ŎŜ ǉǳƛ 

peut faire grimper ƧǳǎǉǳΩŁ нл ллл dollars US en moyenne ǇŀǊ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘΣ ƭƛƳƛǘŀƴǘ ŀƛƴǎƛ ƭΩŀŎŎŝǎ Ł 

ces thérapies (14-16). 

En optant pour une approche de thérapie allogénique utilisant des donneurs sains, tout en 

améliorant leur rétention et leur survie dans les tissus cibles, ƛƭ Ŝǎǘ ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘΩassurer une 

disponibilité immédiate du traitement, tout en assurant une efficacité thérapeutique 

reproductible  (16, 17). Cette stratégie permettrait de contrôler non seulement les coûts de 

ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ Ŝǘ ŘŜ ǊŞƎƭŜƳŜƴǘŀǘƛƻƴΣ Ƴŀƛǎ ŀǳǎǎƛ ŘŜ ǊŞŘǳƛǊŜ ƭŜǎ ŘŞƭŀƛǎ ŘΩŀǘǘŜƴǘŜ ŘŜǎ ǇŀǘƛŜƴǘǎ Ŝǘ 
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ŘΩŀǎǎǳǊŜǊ ǳƴŜ ǊŜǇǊƻŘǳŎǘƛōƛƭƛǘŞ ŎƭƛƴƛǉǳŜΦ tƻǳǊ ȅ ǇŀǊǾŜƴƛǊΣ ƛƭ Ŝǎǘ ŎǊǳŎƛŀƭ ŘΩŀŘƻǇǘŜǊ ǳƴŜ ŀǇǇǊƻŎƘŜ 

novatrice compatible avec les règles de bonnes pratiques de fabrication (BPF) afin de produire en 

grande quantité un produit cellulaire encapsulé destiné aux traitements allogéniques. 

[ΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /{a Řŀƴǎ ŘŜǎ ƘȅŘǊƻƎŜƭǎ ƛƴƧŜŎǘŀōƭŜǎ ǎƻǳǎ ŦƻǊƳŜ ŘŜ ƳƛŎǊƻǎǇƘŝǊŜǎ Ŝǘ ƭŜ 

préconditionnement pharmacologique constituent deux technologies essentielles qui peuvent 

répondre à ces exigences. Le préconditionnement des CSM avec un antioxydant naturel, le 

célastrol est une approche qui permet dΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŀ ǎǳǊǾƛŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ face aux stress 

hypoxiques et oxydatifs rencontrés dans le tissu ischémique. Il joue également un rôle clé dans la 

production de cytokines proangiogéniques par les CSM favorisant un environnement propice à la 

reperfusion tissulaire (18-20). tŀǊŀƭƭŝƭŜƳŜƴǘΣ ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ dans les microbilles 

ǇŜǊƳŜǘ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ leur rétention et les protéger contre les conditions hostiles du tissu 

ischémique (7) en facilitant les échanges de ƴǳǘǊƛƳŜƴǘǎΣ ŘΩƻȄȅƎŝƴŜ Ŝǘ ŘŜ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ǇŀǊŀŎǊƛƴǎ 

relargués par les cellules pour la revascularisation du tissu (21). Enfin, ce format est idéal pour la 

cryopréservation et la conservation des cellules à long terme rendant possible une distribution à 

grande échelle dans différentes plateformes de traitement (22, 23). 

[ΩƻōƧŜŎǘƛŦ ŘŜ ŎŜtte thèse était de concevoir un produit cellulaire injectable et cryopréservable 

constitué de microbilles chargées de CSM préconditionnées pour un traitement allogénique des 

maladies ischémiques. tƭǳǎ ǇǊŞŎƛǎŞƳŜƴǘΣ ƴƻǳǎ ƴƻǳǎ ǎƻƳƳŜǎ ŎƻƴŎŜƴǘǊŞǎ ǎǳǊ ƭΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴ 

produit cellulaire en combinant ƭŜǎ ƳŞǘƘƻŘŜǎ ŘΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ŝǘ ŘŜ 

préconditionnement pharmacologique avec le célastrol. Dans cette optimisation, nous avons 

évalué leur injectabilité, leur stabilité mécanique, leur survie et leur activité proangiogénique 

avant et après la cryopréservation. Ce produit cellulaire a été obtenu par des méthodes simples, 

accessibles et adaptées à une production à grande échelle. Ce document est structuré comme 

suit : 

 Le chapitre 2 est consacré à une revue de la littérature qui présente les avancées scientifiques, 

le cahier de charge du projet ainsi que ses hypothèses et objectifs. 

Dans le chapitre 3, nous présentons le premier objectif de travail visant à démontrer que 

ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /{a-MO dans un hydrogel thermosensible à base de chitosane et le 
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préconditionnement pharmacologique avec le ŎŞƭŀǎǘǊƻƭ ŀƳŞƭƛƻǊŜ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ 

et proangiogénique in vitro et dans un modèle animal sain. Ces résultats ont été publiés dans la 

revue scientifique « Stem Cells International ».   

5ŀƴǎ ƭŀ ŎƻƴǘƛƴǳƛǘŞ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ŘŞƳŀǊŎƘŜ ŘΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΣ ƴƻǳǎ ǇǊŞǎŜƴǘƻƴǎ ƭŜ 

ŘŜǳȄƛŝƳŜ ƻōƧŜŎǘƛŦ Ǿƛǎŀƴǘ Ł ŘŞǾŜƭƻǇǇŜǊ Ŝǘ ŞǘŀōƭƛǊ ǳƴŜ ǇǊŜǳǾŜ ŘŜ ŎƻƴŎŜǇǘ ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ 

injectable et cryopréservable à base de microsphères et de CSM (chapitre 4). Ces résultats de 

recherche ont été publiés dans la revue scientifique «.ƛƻƳŜŘƛŎŀƭ aŀǘŜǊƛŀƭǎ ηΦ  

Pour poursuivre notre développement, nous présentons le troisième objectif, soit celui de 

ŘŞǾŜƭƻǇǇŜǊ ǳƴŜ ŦƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ƛƴƧŜŎǘŀōƭŜǎ Ŝǘ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŀōƭŜǎ Ł ōŀǎŜ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-

ƎŞƭŀǘƛƴŜ ŎƘŀǊƎŞŜǎ ŘŜ /{a Ŝƴ ǳǘƛƭƛǎŀƴǘ ǳƴ ǎȅǎǘŝƳŜ ŎƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊ ǎŀƴǎ ƘǳƛƭŜ όchapitre 5). Cette 

étude est prête pour être soumise dans la revue scientifique « ASC Biomaterials Science & 

Engineering ».   

Enfin, le chapitre 6 ǇǊŞǎŜƴǘŜ ǳƴŜ ŘƛǎŎǳǎǎƛƻƴ ƎŞƴŞǊŀƭŜ ŘŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜ ƴƻǎ ǘǊŀǾŀǳȄΣ Ŝƴ ƳŜǘǘŀƴǘ 

en évidence les limites, recommandations, perspectives, originalités et contributions. Le 

chapitre 7, quant à lui, conclut sur les implications des résultats de notre recherche. 
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Chapitre 2 ς Revue de la littérature 

2.1 Problématique clinique : Les maladies ischémiques  

2.1.1 Définition et classification 

Les maladies ischémiques englobent un ensemble de maladies caractérisées par une réduction 

significative du flux sanguin vers un tissu, entraînant une privation prolongée d'oxygène et de 

nutriments essentiels à la survie et au fonctionnement des cellules (24). Ce phénomène  provoque 

une augmentation accrue des espèces oxygénées réactives (EOR), un dysfonctionnement 

mitochondrial et une désorganisation du cytosquelette perturbant le bon fonctionnement des 

pompes ioniques (Ca2+, Na+, H+) provoquant ainsi la mort des cellules par apoptose et nécrose et 

une forte activité inflammatoire tissulaire (5). Ce phénomène peut survenir de manière subite ou 

à la suite dΩun développement progressif souvent associé à l'athérosclérose ou des maladies 

vasculaires chroniques (ischémie chronique).  

Lorsque ƭΩƻōǎǘǊǳŎǘƛƻƴ a lieu au niveau des artères coronaires, on parle des maladies coronariennes 

ou cardiopathies ischémiques. Les individus affectés par ces maladies sont atteints ŘΩƛǎŎƘŞƳƛŜ 

cardiaque (8, 10). De plus, une diminution du flux sanguin dans les artères cérébrales peut 

entraîner des accidents vasculaires cérébraux ischémiques (AVC), avec un risque de séquelles 

neurologiques permanentes (25). [ƻǊǎǉǳŜ ƭΩƻōǎǘǊǳŎǘƛƻƴ survient au niveau des artères 

périphériques affectant les membres inférieurs, on parle de maladies artérielles périphériques 

(MAPs)Φ [ΩƛǎŎƘŞƳƛŜ ŎǊƛǘƛǉǳŜ ŘŜǎ ƳŜƳōǊŜǎ ƛƴŦŞǊƛŜǳǊǎ όL/aύ Ŝǎǘ ƭŀ ŦƻǊƳŜ ƭŀ Ǉƭǳǎ ǎŞǾŝǊŜ ŘŜǎ a!t (4, 

26, 27). Dans le cadre de cette revue de littérature, nous allons plus nous focaliser sur le cas de 

ƭΩICM ou artériopathie oblitérante des membres inférieurs (AOMI). Nous donnerons parfois des 

exemples de traitements sur dΩautres types de maladies ischémiques lorsque ce sera nécessaire.  

2.1.2 Maladies artérielles périphériques : Cas de ƭΩL/a 

  Le nombre total de patients souffrant des MAP a presque doublé ces dernières décennies, 

passant de 65-80 millions en 1990 à 113 millions en 2019 (27). Le taux de mortalité mondial a 

connu une hausse remarquable de 145,5 ҈ ŜƴǘǊŜ мффл Ŝǘ нлмфΣ Ǉŀǎǎŀƴǘ ŘŜ ол мсу à тп лсо décès. 



6 
 

Cette mortalité touche autant les femmes que les hommes (28). Les confinements prolongés, la 

sédentarité et le stress sont des facteurs de risque avec un impact sur les maladies 

cardiocirculatoires et la COVID-19 elle-même peut avoir un effet délétère directement sur le 

système cardiovasculaire  (29).  

[ΩL/a est causé principalement par lΩartériosclérose, une condition où le dépôt de plaque dans 

les artères rétrécit leur diamètre, pouvant même les obstruer complètement.  Le vieillissement, 

lΩhypertension, le diabète, le tabagisme et lΩobésité constituent des facteurs de risque de 

développer cette maladie (30).  De plus, les patients atteints de ƭΩL/a ont un risque élevé de subir 

un ƛƴŦŀǊŎǘǳǎ Řǳ ƳȅƻŎŀǊŘŜ Ŝǘ ŘΩ!±/, l'une des premières causes de morbidité des maladies 

cardiovasculaires (30).  Le fardeau socio-économique de lΩICM incluant, les coûts indirects liés à 

la baisse de productivité et à l'invalidité sont estimés entre 4,2 et 120 milliards de dollars (31). 

Ces frais sont principalement attribuables aux amputations, qui entraînent des coûts élevés, 

incluant non seulement les frais médicaux directs des interventions chirurgicales, mais aussi des 

dépenses à long terme (32).   

L'ICM (Figure1) est associé à des symptômes comme la fatigue, les douleurs musculaires, les 

crampes et la sensation de fatigue du membre en mouvement et soulagement au repos 

(claudication intermittente), la gangrène, des blessures inguérissables, le refroidissement du 

membre atteint (3, 24). Les artères fémorales et iliaques sont principalement affectées (2, 6). 

L'athérosclérose, qui constitue le principal facteur de risque, entraîne une réponse inflammatoire 

accrue, ce qui provoque davantage de dommages tissulaires en raison de la libération de 

cytokines pro-inflammatoires, notamment l'IL-1ɗ (interleukine-1ɗ), le TNF-ɖ (Tumor necrosis 

factor-ɖ) et l'IL-6 (interleukine-6). Ces réponses inflammatoires entraînent une dysfonction 

endothéliale, caractérisée par une production accrue de radicaux libres, une diminution de la 

vasomotion (variation du diamètre des vaisseaux sanguins) et de la vasodilatation, en raison de 

la réduction de la biodisponibilité de l'oxyde nitrique (NO). Cette série dΩévènements compromet 

la capacité des vaisseaux à réguler efficacement le débit sanguin, ce qui exacerbe l'ischémie 

tissulaire. La seule option à un stade avancé de la maladie est lΩamputation en raison d'un 

important endommagement des tissus (3, 4). Cette problématique clinique souligne lΩurgente 
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nécessité de converger vers des thérapies novatrices et performantes pour optimiser la 

reperfusion et minimiser les lésions tissulaires. 

 

Figure 1. ς   (Exemple de Maladie artérielle périphérique: Ischémie critique des membres inférieurs. 

www.biorender.com) 

Les stratégies de traitement actuelles ont pour but principal de revasculariser les tissus. 

Malheureusement, de nombreux patients ne bénéficient pas ŘΩǳƴŜ prise en charge adéquate, ce 

qui entrave l'efficacité des soins et aggrave leur état de santé (33). Avant de passer en revue les 

traitements actuels, nous allons brièvement expliquer les différents mécanismes qui conduisent 

à la régénération vasculaire. 

2.1.3 Mécanismes de régénérescence vasculaire 

La régénération vasculaire est un processus complexe et vital qui vise à restaurer le flux sanguin 

dans les tissus endommagés par lΩischémie, comme dans le cas de lΩICM. Ce processus repose 

principalement sur trois mécanismes interdépendants : lΩangiogenèse, la vasculogenèse et 

lΩartériogenèse. Chacun de ces mécanismes joue un rôle crucial dans la circulation sanguine et la 

perfusion des tissus endommagés (2, 34-36).  La figure 2 illustre ces trois mécanismes, tandis que 

le tableau 1 résume les principales molécules impliquées dans la régénération vasculaire.  

http://www.biorender.com/
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Figure 2. ς  (Résumé schématique des mécanismes de régénérescence vasculaire Ł ƭŀ ǎǳƛǘŜ ŘΩǳƴŜ 

occlusion ou sténose artérielle. Ces mécanismes comprennent  ƭΩŀƴƎƛƻƎŞƴŝǎŜΣ la 

vasculogénèse et ƭΩartériogénèse (34)  

[Ŝ ǇƘŞƴƻƳŝƴŜ ŘŜ ǊŜǇŜǊŦǳǎƛƻƴ ǘƛǎǎǳƭŀƛǊŜ ǇŜǳǘ şǘǊŜ ƛƴƛǘƛŞ ǎƻƛǘ ƴŀǘǳǊŜƭƭŜƳŜƴǘ ǇŀǊ ƭΩƻǊƎŀƴƛǎƳŜ ŀǇǊŝǎ 

ǳƴŜ ƛǎŎƘŞƳƛŜΣ ǎƻƛǘ Ł ƭΩŀƛŘŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǘǊŀƴǎǇƭŀƴǘŞŜǎ όŘƛǎŎǳǘŞ Řŀƴǎ ƭŀ ǎŜŎǘƛƻƴ 2.2). Le mécanisme 

prédominant observé est ƭΩŀƴƎƛƻƎŜƴŝǎŜ (34). LΩangiogenèse est le processus de formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins à partir des vaisseaux existants ǉǳƛ Ŝǎǘ ƛƴƛǘƛŞ ǇŜƴŘŀƴǘ ƭΩƘȅǇƻȄƛŜ. Un 

manque prolongé ŘΩƻȄȅƎŝƴŜ ŜƴǘǊŀƞƴŜ ǳƴŜ ŀǳƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜȄǇǊŜǎǎƛƻƴ du facteur hypoxique 

inductible 1-alpha (HIF-1ɖ). Ce facteur permet la libération de facteurs proangiogéniques, 

facteur de croissance endothélial vasculaire (VEGF) et les facteurs de croissance des fibroblastes 

(FGF). Ces facteurs déclenchent lΩactivation des cellules endothéliales en augmentant leur 

perméabilité et leur prolifération. Les métalloprotéinases matricielles (MMP) et le système 
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plasminogène (PA) contribuent à la dégradation de la membrane basale, ce qui facilite la 

migration des cellules endothéliales (CE) vers les tissus ischémiques. Une fois sur place, les CE 

prolifèrent et forment des bourgeons capillaires. Des intégrines favorisent leur adhésion à la 

matrice extracellulaire (MEC). Les néovaisseaux formés se stabilisent, en construisant une 

nouvelle membrane basale, en formant des jonctions renforcées par les péricytes (36).  

La reperfusion tissulaire peut également se produire grâce à la vasculogenèse, un processus par 

lequel de nouveaux vaisseaux sanguins sont générés à partir de cellules endothéliales 

progénitrices circulantes (EPC) ou dérivées des vaisseaux. Ce processus se déroule en trois 

étapes : la migration des cellules EPC, prolifération et organisation en tubules (37). Ce 

phénomène peut aussi être initié par la collaboration entre les cellules progénitrices 

hématopoïétiques et les cellules endothéliales (2).  Contrairement aux EPC, les cellules 

progénitrices hématopoïétiques en culture ne sont pas en mesure de former des vaisseaux 

sanguins. Elles possèdent cependant la capacité de migrer vers des tissus ischémiques et 

dΩaccroître la néovascularisation en libérant une variété de facteurs favorisant lΩangiogenèse (38).  

La vasculogénèse et lΩangiogenèse contribuent à la formation de nouveaux vaisseaux, tandis que 

l'artériogénèse implique le remodelage et l'élargissement des artérioles préexistantes pour 

former des vaisseaux de plus grande capacité. Cela améliore la perfusion dans les zones 

ischémiques, augmente leur résistance et leur diamètre, favorisant ainsi la maturation du réseau 

vasculaire (39). 
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Cytokines/Facteurs de croissance Rôle clé dans la reperfusion vasculaire Références 

VEGF (vascular endothelial growth factor) Stimule la prolifération, la migration et la perméabilité des cellules endothéliales. Favorise 

ƭΩŀƴƎƛƻƎŜƴŝǎŜ Ŝǘ ƛƴƘƛōŜ ƭΩŀǇƻǇǘƻǎŜΦ 

(11, 12, 40) 

FGF (Fibroblast Growth Factor) Favorise la prolifération et la différenciation des cellules endothéliales. Stimule la production de 

VEGF par les EC et aide à la formation de nouveaux capillaires. 

(40-42) 

SDF-1 (Stromal Cell-Derived Factor 1) Attire les cellules progénitrices endothéliales (EPC) vers les sites ischémiques, facilitant leur 

migration ciblée et leur intégration dans les tissus endommagés. 

(40, 43) 

Ang-1 (Angiopoïétine-1) Assure la stabilité des vaisseaux fraîchement formés en attirant des péricytes, en renforçant les 

liens entre les cellules endothéliales. 

(12) 

PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) Attire les péricytes et les cellules musculaires lisses autour des vaisseaux récemment formés, ce 

qui favorise leur stabilisation et leur maturation. 

(40) 

TGF-  ̡(Transforming Growth Factor- )̡ Induit la différenciation des cellules souches en péricytes, stimule la production de la matrice 

extracellulaire (MEC), et inhibe la prolifération excessive des cellules endothéliales. 

(44) 

IL-8 (Interleukin-8) Attire les neutrophiles et autres leucocytes vers les sites de lésion, facilitant l'inflammation 

nécessaire à la phase initiale de réparation tissulaire. 

(12) 

MCP-1 (Monocyte Chemoattractant 

Protein-1) 

Recrute les monocytes/macrophages vers les sites ischémiques, où ils peuvent se différencier en 

macrophages de type M2, favorisant la réparation tissulaire et l'angiogenèse. 

(44, 45) 

IL-6 (Interleukin-6) Influence ƭŀ ǊŞƎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴ Ŝǘ Ł ƭŀ ǎǘƛƳǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ŦƻǊƳŀǘƛƻƴ ŘŜ ǾŀƛǎǎŜŀǳȄ 

sanguins en réponse à des lésions ischémiques. 

(46) 

MMPs (Matrix Metalloproteinases) Ils remodèlent la matrice extracellulaire, ce qui facilite le déplacement des cellules endothéliales 

et la formation de nouveaux vaisseaux. 

(13, 40, 47) 

G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating 

Factor) 

Stimule le déplacement des cellules souches de la moelle osseuse vers la circulation sanguine et 

les zones de lésion. 

(40) 
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Tableau 1. ς  (Molécules impliquées dans la régénérescence vasculaire) 

 

 

 

CXCL12 (C-X-C Motif Chemokine Ligand 12) Attire les EPC vers les zones ischémiques, facilitant leur intégration et stimulant la formation de 

nouveaux vaisseaux sanguins. 

 

GM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-

Stimulating Factor) 

Stimule la prolifération et la différenciation des granulocytes et macrophages, favorise 

l'artériogenèse et le recrutement des cellules inflammatoires. 

 

(45) 

IL-10 (Interleukin-10) Elle possède des propriétés anti-ƛƴŦƭŀƳƳŀǘƻƛǊŜǎ Ŝǘ ǊŞƎǳƭŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŘŜǎ aatǎ Řŀƴǎ ǳƴ ǘƛǎǎǳ 

ischémique. Elle ǇŜǳǘ ŀƛŘŜǊ Ł ƭŀ ǊŞǇŀǊŀǘƛƻƴ ǘƛǎǎǳƭŀƛǊŜ Ŝǘ Ł ƭŀ ǇǊƻƳƻǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀǊǘŞǊƛƻƎŜƴŝǎŜ Ŝƴ 

modulant la réponse immunitaire. 

(48, 49) 

IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1) Favorise la croissance et la survie des cellules endothéliales. Stimule l'angiogenèse et 

l'artériogenèse. Joue un rôle dans la réparation vasculaire. 

(45) 



13 
 

2.1.4. Traitements actuels et leurs limites 

Les traitements actuels de lΩICM dans les hôpitaux (voir Figure 3) sont variés, chacun présentant 

des limites spécifiques. Les médicaments, tels que les antiplaquettaires, les anticoagulants, 

vasodilatateurs, et les statines soulagent les symptômes et ralentissent lΩŞvolution de la maladie, 

mais ne traitent pas la cause profonde des obstructions artérielles et sont souvent insuffisants 

(50, 51). Les méthodes de reperfusion par angioplastie avec un tuteur endovasculaire ou par 

chirurgie de pontage sont les principales approches pour rétablir la perfusion, mais elles ne sont 

pas toujours techniquement possibles et comportent des risques de complications 

postopératoires, de resténose ou dΩŞchec du greffon (3).  Malheureusement, une amputation du 

membre est souvent nécessaire, entraînant des conséquences physiques et psychologiques 

importantes (3).  

 

Figure 3. ς  (Traitements actuels et leurs limites.  www.biorender.com)  

2.2. Thérapies innovantes des maladies ischémiques 

Face aux limites des traitements actuels, de nouvelles approches émergent, qui consistent à 

utiliser des thérapies innovantes. Les thérapies innovantes (Figure 4) incluent lΩutilisation de 

vecteurs génétiques pour livrer des gènes spécifiques, de cellules souches ou leur sécrétome 

complet ou purifié. Ces derniers peuvent favoriser la formation de nouveaux vaisseaux sanguins 

ou réparer les vaisseaux endommagés. 

http://www.biorender.com/
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Figure 4. ς  (Stratégies de traitements innovants des maladies ischémiques www.biorender.com) 

La thérapie génique a fait lΩobjet de plusieurs essais cliniques en phases I et II avec des gènes 

VEGF, HIF-1ɖ et FGF pour leur capacité à stimuler la croissance vasculaire chez les patients 

atteints ŘΩL/a et ŘΩƛƴŦŀǊŎǘǳǎ du myocarde (11, 52). Toutefois, lΩefficacité de cette approche nΩa 

pas encore été clairement établie (11). Des recherches supplémentaires sont nécessaires pour 

assurer la sécurité des gènes transférés et des méthodes de livraison (11). En outre, les coûts 

ŞƭŜǾŞǎ Ŝǘ ƭŜǎ ǉǳŜǎǘƛƻƴǎ ŞǘƘƛǉǳŜǎ Ŝǘ ǊŞƎƭŜƳŜƴǘŀƛǊŜǎ ŎƻƳǇƭŜȄŜǎ ǊŜƴŘŜƴǘ ƭΩŀŎŎŝǎ Ŝǘ ƭΩŀǇǇƭƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜ 

la thérapie génique difficiles. Ces enjeux ŘƻƛǾŜƴǘ ŦŀƛǊŜ ƭΩƻōƧŜǘ ŘΩǳƴŜ attention constante dans la 

recherche et le développement afin ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ la sécurité et l'efficacité de ces thérapies (52). 

[Ωǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǎƻǳŎƘŜǎ postnatales est une méthode très prometteuse, grâce à leur 

capacité à moduler l'environnement inflammatoire et sécréter les protéines fonctionnelles, telles 

que les facteurs de croissance et des cytokines (Tableau 1). Deux méthodes ont été proposées : 

ƭΩƛƴƧŜŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭŜǳǊ ǎŞŎǊŞǘƻƳŜ ƻǳ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜƭƭŜǎ-mêmes (thérapie cellulaire). 

Le sécrétome total όŎƻƳǇƻǊǘŀƴǘ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ de biomolécules telles que les cytokines, des facteurs 

de croissance et des vésicules extracellulaires) ou purifié de cellules souches a fait ƭΩƻōƧŜǘ de 

nombreuses études précliniques (53). Cependant, très peu ŘΩŜǎǎŀƛǎ ŎƭƛƴƛǉǳŜǎ ƻƴǘ ŞǘŞ ŜƴǘǊŜǇǊƛǎ 

(11). Le site web de recherches cliniques, clinicaltrials.gov répertorie deux essais cliniques en 

cours qui envisagent l'utilisation du sécrétome des CSM dérivés du cordon ombilical ainsi que les 

http://www.biorender.com/
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vésicules extracellulaires des cellules progénitrices cardiovasculaires pour le traitement des 

personnes atteintes ŘΩǳƴ ŀŎŎƛŘŜƴǘ ǾŀǎŎǳƭŀƛǊŜ ŎŞǊŞōǊŀƭ όb/¢лрллурууύ ƻǳ ŘΩƛƴǎǳŦŦƛǎŀƴŎŜ ŎŀǊŘƛŀǉǳŜ 

Ł ŦǊŀŎǘƛƻƴ ŘΩŞƧŜŎǘƛƻƴ ǊŞŘǳƛǘŜ όb/¢лрттпрлфύΦ Toutefois, cette méthode soulève certaines limites. 

¢ƻǳǘ ŘΩŀōƻǊŘ, la complexité de la composition du sécrétome, qui est souvent constitué de 

plusieurs protéines, de lipides et de vésicules extracellulaires (VE), rend difficile la standardisation 

et la production de lots identiques obtenus de différents donneurs. Cela peut entraîner une 

variabilité de ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ thérapeutique. En outre, la durabilité limitée de leur effet thérapeutique 

dans le temps Ŝǘ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘΩǳƴŜ ŎƻƳǇǊŞƘŜƴǎƛƻƴ ŎƻƳǇƭŝǘŜ ŘŜǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ŘΩŀŎǘƛƻƴ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜǎ 

Řǳ ǎŞŎǊŞǘƻƳŜ Ŝǘ ŘŜǎ ±9 ǉǳΩƛƭ ŎƻƴǘƛŜƴǘ ŜƴǘǊŀǾŜƴǘ ǘƻǳƧƻǳǊǎ ƭŜ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜƳŜƴǘ ŘŜ ǘƘŞǊŀǇƛŜǎ ŎƛōƭŞŜǎ 

efficaces (11, 13, 53). 

La thérapie cellulaire est une autre approche innovante consistant à traiter les patients à lΩaide 

de cellules souches pour stimuler la revascularisation et la régénération des tissus endommagés 

(54). Contrairement à la thérapie chirurgicale, qui est invasive, la thérapie cellulaire est 

minimalement invasive. Contrairement à l'utilisation du sécrétome, qui est limité par la faible 

durabilité du traitement, la thérapie cellulaire bénéficie de la présence des cellules elles-mêmes, 

qui peuvent s'adapter dynamiquement à l'environnement du site défectueux et sécréter de façon 

continue des cytokines et facteurs fonctionnels qui peuvent moduler la réponse immunitaire et 

favoriser directement la vascularisation tissulaire (55).  

Cette revue se concentrera sur les études utilisant la thérapie cellulaire pour traiter les maladies 

ischémiques, en particulier lΩICM. 

2.3. Efficacité des cellules souches dans le traitement des maladies 

ischémiques  

Les essais cliniques sur le traitement cellulaire des maladies ischémiques, telles que lΩICM, 

lΩischémie cardiaque et lΩischémie cérébrale, ont donné des résultats encourageants, mais 

mitigés. Les principales cellules impliquées dans ces études sont les cellules mononucléaires du 

sang périphérique (PBMNCs), les cellules mononucléaires de la moelle osseuse (BM-MNCs), les 
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CSM du tissu adipeux (CSM-TA), les CSM dérivées de la moelle osseuse (CSM-MO) et les cellules 

progénitrices endothéliales (EPC). Ces recherches sont résumées dans le tableau 2. 

Les cellules PBMNC et BM-MNC ont été utilisées dans plusieurs études cliniques pour traiter 

l'ICM, avec des résultats mitigés. .ƛŜƴ ǉǳΩŜƭƭŜǎ démontrent un potentiel proangiogénique, leur 

survie limitée après transplantation et leur incapacité à former des vaisseaux matures 

restreignent ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ (6, 56). Les EPCs, isolées à partir de patients malades, ont 

prouvé leur capacité à améliorer la néovascularisation dans les tissus ischémiques. Ces cellules 

augmentent la densité capillaire dans les tissus qui augmente leur reperfusion (57). Des essais 

cliniques ont démontré qu'elles peuvent être utilisées pour traiter les patients atteints ŘΩL/a (57). 

Toutefois, la variabilité des sous-types cellulaires et des méthodes de fabrication rend difficile la 

standardisation dΩun protocole de traitement. En outre, les EPCs sont souvent affectées par des 

facteurs de comorbidité, tels que lΩhypertension, le diabète, lΩobésité ou lΩŃge (58, 59), ce qui peut 

diminuer leur efficacité.  

En revanche, les CSM comme les CSM-TA et les CSM-MO, ont des effets paracrins et 

immunomodulateurs plus puissants que le PBMNC, le BM-MNC et les EPCs (2, 53).  Les CSM 

peuvent être obtenues à partir de diverses sources, telles que la moelle osseuse, le tissu adipeux, 

le cordon ombilical (Figure 5). Les CSM peuvent être administrées de manière allogénique en 

raison de leur faible immunogénicité faible due à la faible présence du complexe majeur 

ŘΩƘƛǎǘƻŎƻƳǇŀǘƛōƛƭƛǘŞ à leur surface  (60). Cette flexibilité en termes de sources et de méthodes de 

transplantation les rend particulièrement attrayantes pour une multitude dΩapplications 

cliniques.  

Une comparaison récente directe entre les CSM-MO et les CSM-TA a été effectuée sur un modèle 

murin dΩischémie du membre inférieur. Les résultats ont montré que les CSM-MO sont plus 

efficaces pour favoriser la néovascularisation et la régénération musculaire dans les tissus 

ischémiques (61). En particulier, les CSM-MO ont eu un effet significatif sur la migration des 

cellules endothéliales, la restructuration musculaire, les améliorations fonctionnelles du membre 

inférieur, et la néovascularisation dans les tissus ischémiques. Par rapport aux CSM-TA, ils ont 

également permis de réduire lΩinflammation. De plus, les CSM-MO isolées de patients atteints 
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ŘΩL/a Ŝǘ ŘŜ ŘƛŀōŝǘŜ ƳŜƭlitus semblent offrir une bonne résistance aux effets néfastes des 

comorbidités métaboliques en présentant une activité angiogénique comparable à celle des 

cellules isolées de jeunes patients en bonne santé (62). Bien que les CSM-TA soient plus faciles à 

obtenir et aient une sécrétion élevée de facteurs proangiogéniques, elles sont plus susceptibles 

d'être affectées par des maladies chroniques, telles que l'obésité et le diabète. Cela entraîne une 

sénescence accélérée et une diminution significative de leur activité proangiogénique (63, 64). 

Les stratégies visant à inverser la sénescence des CSM-TA pourraient améliorer leur utilisation 

pour des transplantations autologues, mais les CSM-MO semblent être une option thérapeutique 

plus prometteuse, tant pour les transplantations autologues que pour les transplantations 

allogéniques dans le traitement des maladies associées à une angiogenèse insuffisante, dans les 

cas ŘŜ ŎƻƳƻǊōƛŘƛǘŞǎ ǎŞǾŝǊŜǎ ŎƻƳƳŜ ƭΩL/aΦ /ŜǇŜƴŘŀƴǘΣ ƭŀ ǎǳǊǾƛŜ ŘŜǎ CSM après transplantation 

et leur fonction dans les environnements ischémiques hostiles restent des défis à surmonter. 

Types 
cellulaires 

Maladies 
traitées 

Résultats principaux Limites Références 

PBMNCs,  
BM-MNCs  

ICM  
 
 
 
 
 
 
 

Réduction du taux de 
mortalité et amputations,  
Améliorations des 
paramètres physiologiques 
du membre inférieur  

Faible survie;  
Immaturité des 
nouveaux vaisseaux; 
limitée pour les 
transplantations 
allogéniques;  

 
(6, 56, 65-
67) 
 

 
 
 
 

CSM-TA 

Ischémie 
cardiaque,  
Ischémie 
cérébrale,  
ICM,  
 

 
Diminution de la douleur 
et nécrose du membre 
inférieur; augmentation de 
la densité ǾŀǎŎǳƭŀƛǊŜ;  
Amélioration de la 
fonction cardiaque.  

Variabilité de 
ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ 
diverses études; 
diminution de 
ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 
isolées provenant de 
patients présentant 
des comorbidités;  

 
 
 

(68) 

 
 

CSM-MO 

ICM,  
Ischémie 
cardiaque,  

Réduction significative de 
la nécrose, diminution des 
Ŏŀǎ ŘΩŀƳǇǳǘŀǘƛƻƴ ǇƻǳǊ ƭŜǎ 
patients en stade avancé 
de la maladie.  
 

Fonction altérée dans 
les environnements 
ƳŀƭŀŘŜǎ Τ ǎǳǊǾƛŜ 

limitée après 
transplantation.  

 

 
(53) 
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EPC 

Ischémie 
cardiaque, 
ischémie 
cérébrale,  
ICM  
 

Effets prometteurs sur la 
régénération vasculaire, 

amélioration de la 
reperfusion des tissus 

ischémiques, 
augmentation de la 

densité des vaisseaux  
 

Variabilité des 
caractéristiques 
cellulaires et des 

méthodes 
ŘΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴ Τ  

.ŀƛǎǎŜ ŘŜ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ 
des cellules isolées 
chez les personnes 

atteintes de 
comorbidité ;  

Limitée pour les 
transplantations 

allogéniques.  

 
 
 
 
(57, 69) 
 

Tableau 2. ς  (Récapitulatif des études cliniques des cellules souches posnatales pour le traitement des maladies 

ischémiques) 

Selon des études analysées plus haut, les CSM semblent être le choix de cellules les plus 

prometteuses pour le traitement des maladies ischémiques. Elles ont un profil de sécrétion de 

facteurs paracrins plus élevé que les autres types cellulaires. Elles peuvent être utilisées dans une 

thérapie allogénique, ce qui permettrait de sélectionner le lot de cellules provenant de donneurs 

Ŝƴ ōƻƴƴŜ ǎŀƴǘŞ Ŝǘ ŀƛƴǎƛ ŘΩƻǇǘƛƳƛǎŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ thérapeutique. 

 [ŀ ǇǊƻŎƘŀƛƴŜ ǎŜŎǘƛƻƴ ŘŞŎǊƛǘ ƭŜǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ ƳŞŎŀƴƛǎƳŜǎ ŘΩŀŎǘƛƻƴ ŘŜǎ /{a Řŀƴǎ ƭŀ ǊŞƎŞƴŞǊŜǎŎŜƴŎŜ 

vasculaire et établit les principales limites de la thérapie cellulaire. 

2.3.1 Cellules mésenchymateuses 

 Selon la société internationale de thérapie cellulaire, les CSM sont des cellules multipotentes 

adultes adhérentes sur le plastique possèdent des marqueurs CD73+, 105+, 90+ à leur surface. Elles 

sont négatives aux marqueurs CD34-, CD45-, CD19-, CD14-, HLA-DR- (70). Elles sont capables dΩune 

part de se différencier in vitro en adipocytes, chrondrocytes, ostéoblastes et dΩautre part, 

possèdent une activité immunomodulatrice (60, 71, 72). Elles sont accessibles, se cultivent 

facilement et sécrètent une large gamme de cytokines, facteurs de croissance proangiogéniques 

et chimiokines bioactives nécessaires pour la revascularisation des tissus.  
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Figure 5. ς  (Caractéristiques des CSM www.biorender.com) 

2.3.2 Mécanismes dΩaction des CSM dans la reperfusion et réparation 

tissulaire 

Les CSM facilitent la revascularisation et la réparation des tissus ischémiques par deux principaux 

mécanismes : la sécrétion de facteurs trophiques (activité paracrine, autocrine) et l'interaction 

cellule-cellule (Figure 6). 

 

Figure 6. ς  (Mécanismes ŘΩŀŎǘƛƻƴ ŘŜǎ CSM)(53). Article en libre accès distribué selon les termes de 

la licence Creative Commons Attribution License (CC BY)) 

http://www.biorender.com/
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2.3.2.1 Sécrétion de facteurs trophiques 

Les CSM sécrètent une variété de facteurs trophiques, comprenant des protéines solubles, des 

cytokines et des vésicules extracellulaires (Figure 7), qui jouent un rôle crucial dans la 

régénérescence vasculaire et la modulation de la réponse immunitaire du tissu ischémique (12, 

55, 60, 73). Les CSM peuvent également sécréter des molécules qui agissent sur leurs propres 

récepteurs (activité autocrine) comme la sécrétion du facteur VEGF peut améliorer leur survie et 

leur prolifération (74). 

2.3.2.1.1 Régénérescence vasculaire 

La régénérescence vasculaire est en partie initiée par un ensemble de facteurs de croissance et 

cytokines solubles contenus dans le sécrétome (Tableau 1). En particulier les facteurs VEGF et 

FGF-2 qui jouent un rôle principal dans lΩangiogenèse (voir section 2.1.4). Cependant, la quantité 

des protéines solubles varie en fonction de lΩorigine du type cellulaire, lΩŃge du donneur et sa 

condition médicale (12, 13) .  

DΩautres études attribuent la régénérescence vasculaire à la présence des vésicules 

extracellulaires contenues dans le sécrétome (73). Les vésicules extracellulaires sont constituées 

dΩexosomes (30-150 nm) et microvésicules (150-1000 nm) qui transportent des facteurs de 

croissance (VEGF, HGF par exemple), des ARN messagers (ARNm) et des microARN (miARN) 

stimulant dΩune part la prolifération et la migration des cellules endothéliales (73) et dΩautre part 

transportent  des protéines de signalisation (exemple : Notch, Wnt) et des lipides bioactifs 

(exemple: sphingosine-1-phosphate, prostaglandines) qui peuvent moduler l'environnement 

local pour favoriser la régénération vasculaire (13, 35). 

2.3.2.1.2 Effets anti-inflammatoires et immunomodulateurs 

Les CSM ont aussi un effet anti-inflammatoire et immunomodulateur par leur sécrétome 

(protéines solubles et vésicules extracellulaires). Les CSM sont capables de sécréter une large 

gamme de cytokines anti-inflammatoires (55, 73) telles ǉǳΩL[-10, TGF-ʲ ǉǳƛ Ǿƻƴǘ ǎǇécifiquement 

inhiber la production de cytokines pro-inflammatoires (comme TNF- ,h IFN-  ɹet LPS) et supprimer 

l'activation des lymphocytes T et B (55, 75-77). Elles peuvent également exercer un effet 

immunomodulateur en sécrétant des cytokines PGE2 (Prostaglandine E2) qui inhibent l'activation 
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des cellules immunitaires pro-inflammatoires, telles que les macrophages de type 1 et les cellules 

dendritiques, et ƭΩindoleamine 2,3-Dioxygenase (IDO) qui dégrade le tryptophane, un acide aminé 

essentiel pour la prolifération des lymphocytes T (55). Le tableau 1 présente quelques cytokines 

ŜǎǎŜƴǘƛŜƭƭŜǎ ƛƳǇƭƛǉǳŞŜǎ Řŀƴǎ ƭŀ ǊŞƎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴΦ 

 

Figure 7. ς  (Activité paracrine des CSM (73). Article en libre accès distribué selon les termes de la 

licence Creative Commons Attribution License (CC BY)) 

2.3.2.2 Contact direct et signalisation 

Les CSM exercent également leurs effets thérapeutiques par le biais de contacts directs avec les 

cellules endothéliales et immunitaires. En réponse au stress engendré par une ischémie 

prolongée, les tissus endommagés émettent des signaux chimiotactiques (par lΩintermédiaire de 

la cytokine SDF-1). Ceux-ci favorisent une migration rapide des CSM vers les sites de lésion. Les 

CSM peuvent ensuite sΩintégrer dans le tissu endommagé et se différencier en cellules résidentes, 

comme les cellules endothéliales (78, 79). 

En interagissant directement avec les lymphocytes T, les CSM peuvent moduler lΩinflammation en 

produisant des protéines telles que PD-L1 (Programmed Death-Ligand 1) et Fas Ligand. La 

protéine PD-L1 se lie au récepteur PD-1 sur les lymphocytes T, entraînant une inhibition de leur 

activation et de leur prolifération, tandis que le Fas ligand déclenche l'apoptose des lymphocytes 

T activés (55). Les CSM peuvent également transférer des mitochondries fonctionnelles aux 

cellules endothéliales par des nanotubes intercellulaires ou des jonctions tunnels pour augmenter 

Vesicles 
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la production d'ATP et améliorer la survie cellulaire dans des conditions hypoxiques (55, 80, 81). 

Cela réduit le stress oxydatif et l'apoptose des cellules endothéliales, favorisant ainsi leur survie 

et leur fonction dans des environnements hostiles. 

2.3.3 Thérapie cellulaire : principales limites des résultats précliniques et 

cliniques 

LΩefficacité du traitement par les cellules souches est limitée par plusieurs facteurs. La rétention 

et la survie des cellules transplantées ainsi que la variabilité de leur activité paracrine en sont des 

exemples majeurs.  La section qui suit examine plus en détail ces principales limitations afin de 

mieux comprendre les défis actuels et les avenues possibles pour les surmonter. 

2.3.3.1 Faible viabilité et rétention des cellules 

De nombreuses recherches mettent en évidence un faible taux de rétention et une mortalité 

élevée des cellules transplantées dans les tissus ischémiques  (7-10, 82). La rétention est faible 

lorsque les cellules sont injectées à lΩaide de solutions salines : on compte seulement 10 % des 

cellules retenues 24 h après transplantation (83) ou 2,5 % de cellules retenues après une semaine 

de transplantation (84). Une amélioration de la rétention est observée lorsque les cellules sont 

injectées directement dans le tissu ischémique. Toutefois, le problème de la rétention à long 

terme persiste (7, 85). En effet, les cellules transplantées subissent une mortalité rapide due à 

l'environnement ischémique hostile, caractérisé par un stress oxydatif, une inflammation, ainsi 

qu'un manque de nutriments et d'oxygène (5). La mortalité cellulaire peut aussi être causée par 

le détachement des cellules des tissus environnants, ce qui entraîne lΩanoïkis, soit lΩapoptose 

cellulaire après ǇŜǊǘŜ ŘΩŀŘƘŞǊŜƴŎŜ Ł ƭŀ matrice extracellulaire. Finalement, les contraintes 

mécaniques subies pendant la préparation et lΩinjection peuvent endommager les cellules non 

encapsulées, en particulier les contraintes de cisaillement lors du passage dans lΩaiguille (7). 

2.3.3.2 Variabilité de lΩactivité paracrine cellulaire 

La réponse cellulaire (activité paracrine) peut varier en fonction du type cellulaire, du donneur et 

de son âge, du protocole dΩexpansion, de la densité cellulaire ainsi que de la comorbidité du 

patient (2, 13, 55, 62, 63).  La diversité des méthodes de culture cellulaire combinée à des doses 
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cellulaires variables rend difficile lΩŞtablissement dΩun protocole de traitement offrant une 

efficacité thérapeutique constante.  

2.3.3.3 Limites de la thérapie autologue : Contraintes économiques et efficacité variable 

Bien que les thérapies autologues puissent réduire le risque de rejet immunitaire des cellules 

transplantées, leur efficacité peut être considérablement compromise chez les patients 

présentant un sécrétome de prédominance sénescente, pro-inflammatoire et à faible potentiel 

angiogénique (63, 86). Cela peut inverser la nature immunosuppressive normale des cellules, 

dΩune part, et conduire à la formation de vaisseaux souvent immatures, incapables de répondre 

adéquatement aux besoins métaboliques et en oxygène des tissus ischémiques, empêchant ainsi 

lΩefficacité reproductible du traitement (6). En outre, chaque traitement autologue requiert un 

ajustement sur mesure, ce qui accroît les coûts de production et rend difficile lΩautomatisation de 

la fabrication. La production des cellules prend énormément de temps, ce qui allonge le temps 

dΩattente des patients. Cette méthode ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŀŘŀǇǘŞŜ ǇƻǳǊ ŘŜǎ maladies nécessitant une 

intervention immédiate (16). 

La thérapie cellulaire allogénique, provenant dΩun donneur en bonne santé présentant un profil 

de sécrétome à prédominance proangiogénique, pourrait constituer une alternative aux 

limitations actuelles. Cette méthode permettrait non seulement de diminuer le temps dΩattente 

des patients, mais aussi de normaliser et de réduire les coûts de production. Le tableau 3 compare 

les deux approches. 

Critères Thérapie autologue Thérapie allogénique 

Réponses immunitaires Absence de rejet Risque de rejet dépendant du type cellulaire 

Disponibilité Exige un temps de préparation tǊşǘ Ł ƭΩŜƳǇƭƻƛ, en vente libre 

Qualité des cellules Variabilité selon le donneur Cellules isolées de donneurs en bonne santé, 

performantes 

Fabrication Sur mesure, onéreuse et difficile à 

automatiser 

tǊƻŘǳŎǘƛƻƴ Ł ƭΩŞŎƘŜƭƭŜ ƛƴŘǳǎǘǊƛŜƭƭŜΣ ŎƻǶǘǎ 

réduits, reproductibles 

Logistique Processus long et complexe Stockage et facilité de transport 

Modèle économique Faible capacité de production à 

grande échelle. Pas adapté à toutes 

les thérapies. 

Facilement industrialisable, attractif pour les 

investisseurs. 

Tableau 3. ς  (Comparaison thérapie autologue vs allogénique tiré de (16)) 
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Ces différentes limites soulignent la nécessité de trouver des stratégies améliorées pour 

maximiser leur efficacité. Une approche prometteuse pour surmonter ces défis consiste à intégrer 

des biomatériaux aux cellules isolées de patients en bonne santé afin de développer des thérapies 

allogéniques. Dans la section suivante, nous allons examiner comment les biomatériaux, tels que 

les hydrogels volumiques et les microbilles, peuvent améliorer les résultats cliniques et 

précliniques dans le traitement des maladies ischémiques.  

2.4. Hydrogels pour lΩencapsulation des cellules 

Les hydrogels sont des biomatériaux qui jouent un rôle crucial dans les thérapies régénératives, 

notamment pour le traitement des maladies ischémiques. Ce sont des matrices 

tridimensionnelles formées par des réseaux polymériques capables de retenir une grande 

quantité d'eau. Ils sont conçus pour encapsuler et délivrer des cellules ou des molécules 

bioactives directement dans les tissus endommagés (Figure 8), offrant ainsi un environnement 

protecteur pour les cellules contre les attaques des cellules immunitaires, permettent dΩaméliorer 

la rétention des cellules transplantées, tout en facilitant la diffusion des nutriments et des 

facteurs nécessaires à la régénération tissulaire (21). 

 

 

 

 

 

Figure 8. ς  (Hydrogel injectable: amélioration de la rétention www.biorender.com) 

http://www.biorender.com/
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2.4.1 Hydrogels pour le traitement des maladies ischémiques : Synthèse des 

travaux cliniques et précliniques  

2.4.1.1 Synthèse des travaux cliniques  

[ΩƛƳƳŜƴǎŜ majorité des essais cliniques de thérapie par cellules souches sΩŜŦŦŜŎǘǳŜ ŜƴŎƻǊŜ ǎŀƴǎ 

biomatériaux, et à ce jour, aucun traitement basé sur des biomatériaux pour la thérapie cellulaire 

nΩa encore été commercialisé. À ce jour, les études cliniques employant les biomatériaux restent 

limitées (clinical trials.gov). Cependant, quelques biomatériaux ont été étudiés dans les études 

cliniques (terminées) pour le traitement des maladies ischémiques. Les formulations utilisées 

étaient des hydrogels à base dΩalginate, gélatine et collagène (Tableau 4) utilisés tout seuls (sans 

cellules) ou en association soit avec des facteurs de croissance, ou des cellules. Des études 

ǊŞŎŜƴǘŜǎ ǎǳǊ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ CSM encapsulées dans un plasma appauvri en plaquettes (PPP) et les 

granules de phosphate de calcium biphasiques ont montré leur potentiel pour la régénération de 

la pulpe dentaire (87) et la régénération osseuse respectivement (88, 89).  

Les essais cliniques avec les hydrogels (comme mentionné plus haut) montrent des résultats 

ŜƴŎƻǳǊŀƎŜŀƴǘǎ ŀǾŜŎ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ Ŝǘ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ŘŜ ŎǊƻƛǎǎŀƴŎŜΣ Ŝǘ ƳƛǘƛƎŞǎ ƭƻǊǎǉǳΩƛƭǎ ǎƻƴǘ ǳǘƛƭƛǎŞǎ ǎŀƴǎ 

cellules pour améliorer la fonction cardiaque et soulager la douleur des membres inférieurs chez 

les patients souffrant de ƭΩL/a. Cependant, plusieurs limites ont été identifiées. Frey et al.,(90) 

ƻƴǘ ŘŞǾŜƭƻǇǇŞ ǳƴ ƘȅŘǊƻƎŜƭ ƛƴƧŜŎǘŀōƭŜ Ł ōŀǎŜ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ŘŜ ǎƻŘƛǳƳ Ŝǘ ŘŜ ƎƭǳŎƻƴŀǘŜ ŘŜ ŎŀƭŎƛǳƳ ǎŀƴǎ 

cellules (IK-5001) pour administrer ce produit par voie coronarienne chez les patients ayant subi 

un infarctus du myocarde. Ce gel sert de support temporaire pour stabiliser le tissu lésé et 

empêcher le remodelage ventriculaire. Les résultats montrent une stabilisation des indicateurs 

ŘŜ ŦƻƴŎǘƛƻƴ ǾŜƴǘǊƛŎǳƭŀƛǊŜ ƎŀǳŎƘŜ όC9±Dύ Ŝǘ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ŎƻƳǇƭƛŎŀǘƛƻƴǎ ƎǊŀǾŜǎ Ł ŎƻǳǊǘ ǘŜǊƳŜΦ 

/ŜǇŜƴŘŀƴǘΣ ƭΩŞǘǳŘŜ ƴŜ ŎƻƴǘƛŜƴǘ Ǉŀǎ ŘŜ ƎǊƻǳǇŜ ǘŞƳƻƛƴ ǉǳƛ ŀǳǊŀƛǘ ǇŜǊƳƛǎ ŘŜ ŎƻƳǇŀǊŜǊ ƭŜǎ ǊŞǎǳƭǘŀǘǎ 

obtenus par rapport au traitement. De plus, Algisyl-LVRϰ όƘȅŘǊƻƎŜƭ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Ҍ Ƴŀƴƴƛǘƻƭύ Ŝǎǘ ǳƴŜ 

ŦƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴ ŘΩƘȅŘrogel injectable prometteur pour traiter la cardiomyopathie dilatée. Les 

résultats obtenus par Lee et al.,(91) ƳƻƴǘǊŜƴǘ ǉǳΩƛƭ ȅ ŀ Ŝǳ une amélioration de la FEVG et une 

réduction des arythmies ŀǾŜŎ ƭΩAlgisyl-LVRϰ, maisΣ ŦŀǳǘŜ ŘΩǳƴ groupe témoin, ƭΩƛƴǘŜǊǇǊŞǘŀǘƛƻƴ 

reste limitée. Une étude effectuée ŀǾŜŎ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜҌƎƭǳŎƻƴŀǘŜ (BCM) a réfuté les résultats obtenus 
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avec la formulation IK-5001 utilisant lŀ ƳşƳŜ ǾƻƛŜ ŘΩŀŘƳƛƴƛǎǘǊŀǘƛƻƴ dans la prévention du 

remodelage cardiaque après une crise cardiaque. Malgré une bonne tolérance, les bénéfices pour 

le ŎǆǳǊ ƴΩƻƴǘ Ǉŀǎ atteint le seuil de signification statistique (92). Bien que cette méthode soit 

ǊŜƭŀǘƛǾŜƳŜƴǘ ǇŜǳ ƛƴǾŀǎƛǾŜΣ ƭΩƛƴƧŜŎǘƛƻƴ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭ ǇŀǊ la voie coronarienne peut entraîner des 

complications, telles quΩune ƻōǎǘǊǳŎǘƛƻƴ ǾŀǎŎǳƭŀƛǊŜΣ ǎƛ ƭΩƘȅŘǊƻƎŜƭ ƴŜ ǇŀǊǾƛŜƴǘ Ǉŀǎ Ł ǎŜ ŘŞǇƭŀŎŜǊ 

vers le tissu cardiaque en raison de sa viscosité élevée. Une autre limitation observée est la faible 

rétention de lΩhydrogel dans le tissu myocardique, qui est drainé par le flux sanguin.  

¦ƴŜ ŞǘǳŘŜ ŎƭƛƴƛǉǳŜ ŀ ŞǾŀƭǳŞ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴ ƘȅŘǊƻƎŜƭ volumique à base de collagène contenant 

des CSM pour le traitement allogénique des patients ayant subi une chirurgie invasive de pontage 

coronarien après un infarctus (93). Les résultats montrent ǳƴŜ ǊŞŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǘŀƛƭƭŜ ŘŜ ƭΩƛƴŦŀǊŎǘǳǎ 

ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ amélioration de la fonction cardiaque. Le groupe traité ŀǾŜŎ ƭΩƘȅŘǊƻƎŜƭ Ŝǘ ƭŜǎ cellules 

a vu la taille de son infarctus ŘƛƳƛƴǳŜǊ Ŝƴ ƳƻȅŜƴƴŜ ŘŜ оΣм ҈ ŀǇǊŝǎ мн ƳƻƛǎΣ Ŝǘ ǎŀ C9±D ǎΩŜǎǘ 

améliorée. ¢ƻǳǘŜŦƻƛǎΣ ŎŜǘǘŜ ǊŜŎƘŜǊŎƘŜ ƴŜ ŎƻƳǇƻǊǘŀƛǘ Ǉŀǎ ŘŜ ƎǊƻǳǇŜ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭ ŘŞǇƻǳǊǾǳ ŘŜ 

cellules. Un hydrogel Ł ōŀǎŜ ŘŜ ƎŞƭŀǘƛƴŜ ǎΩŜǎǘ révélé prometteur dans ƭŜ ƳƻŘŝƭŜ ŘΩL/aΦ aŀǊǳƛ Ŝǘ 

al.(94) ont développé un hydrogel biodégradable à base de gélatine pour une libération contrôlée 

du bFGF chez les patients souffrant ƭΩL/a. Cette étude de phases I-IIa a révélé des améliorations 

significatives de la distance de marche, de la pression en oxygène transcutanée et de la douleur 

au repos. Ces résultats préliminaires sont encourageants quant à ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ŦŀŎǘŜǳǊ ŘŜ 

ŎǊƻƛǎǎŀƴŎŜ ōCDC Řŀƴǎ ƭŜ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩƛǎŎƘŞƳƛŜΦ 

Les études analysées ci-dessus montrent que les biomatériaux injectables avec les cellules ou les 

facteurs de croissance ont un grand potentiel pour traiter les patients ayant subi un infarctus du 

myocarde ou un ICM. tŜƴŘŀƴǘ ǘƻǳǘŜ ƭŀ ŘǳǊŞŜ ŘŜ ƭΩŞǘǳŘŜΣ ŀǳŎǳƴ ŜŦŦŜǘ ƛƴŘŞǎƛǊŀōƭŜ ƴΩŀ ŞǘŞ signalé. 

¢ƻǳǘŜŦƻƛǎΣ ƻƴ ƴƻǘŜ ǉǳŜƭǉǳŜǎ ƭƛƳƛǘŜǎΣ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳΩǳƴ ŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ǊŜǎǘǊŜƛƴǘΣ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ ƎǊƻǳǇŜ 

ǘŞƳƻƛƴ ŀŘŞǉǳŀǘΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘΩŞǘǳŘŜǎ ǊŀƴŘƻƳƛǎŞŜǎ Ŝƴ ŘƻǳōƭŜ ŀǾŜǳƎƭŜΣ ŎƻƳƳŜ ŎΩŜǎǘ ƭŜ Ŏŀǎ 

dans certaines études. De plus, les défis actuels liés à la translation des biomatériaux injectables 

en clinique sont multiples et complexes. .ƛŜƴ ǉǳŜ ƭŜǎ ǊŞǎǳƭǘŀǘǎ ǎƻƛŜƴǘ ŜƴŎƻǳǊŀƎŜŀƴǘǎΣ ƭŀ C5! ƴΩŀ 

Ǉŀǎ ŜƴŎƻǊŜ ŀǇǇǊƻǳǾŞ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩŀǳŎǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ƭŜ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘŜǎ ƳŀƭŀŘƛŜǎ 

ischémiques. La commercialisation des biomatériaux est entravée par des méthodes de 

ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ŎƻƳǇƭŜȄŜǎΣ ǉǳƛ ǇŜǳǾŜƴǘ ƛƳǇƭƛǉǳŜǊ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ǎƻƭǾŀƴǘǎ ƻǊƎŀƴƛǉǳŜǎΣ ŎŜ ǉǳƛ ǇƻǳǊǊŀƛǘ 
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rendre leur réglementation difficile. De plus, la production à grande échelle pose des défis liés à 

la variabilité des lots et au respect des bonnes pratiques de fabrication (BPFύΣ ƭƛƳƛǘŀƴǘ ŀƛƴǎƛ ƭΩŀŎŎŝǎ 

au marché. La reproductibilité des résultats précliniques ƴΩŜǎǘ pas toujours confirmée lors des 

essais cliniques, parce que les modèles animaux utilisés ne reflètent pas toujours fidèlement la 

pathologie humaine (95).   
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Composition du 
produit 

ŘΩƛƳǇƭŀƴǘŀǘƛƻƴ 

Plan de lΩÉtude/phase 
clinique 

Condition clinique des 
Patients 

Principaux Résultats Limites Année de 
publication 

Références 

Hydrogel de gélatine 
(microsphères) 
biodégradable avec 
bFGF  

Étude clinique, non 
randomisée, phase I-
Iia, 6 mois  

Ischémie critique des 
membres  

Amélioration de la 
distance de marche, 
réduction de la douleur 
du membre  

Petite taille de 
ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴΣ 
absence de groupe 
témoin, efficacité à 
court terme (7) 

 
2007 

 
(94) 

IȅŘǊƻƎŜƭ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ 
IK5001 (1 % alginate 
de sodium 0,3 % 
gluconate de 
calcium)  

Étude pilote, non 
randomisée, phase I 

Infarctus du myocarde 
avec élévation du 
segment ST (STEMI) 

Préservation des 
indices de fonction 
ventriculaire 

Taille de 
ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ƭƛƳƛǘŞŜ 
(27), pas de groupe 
témoin ; étude non 
randomisée.  

 
2014 

(90)  

IȅŘǊƻƎŜƭ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Ҍ 
mannitol (4,6 %) 
(Algisyl-LVRϰ)  

Étude pilote, non 
contrôlée randomisée, 
Phase I, 12 mois  

Cardiomyopathie 
dilatée  

Amélioration de la 
fonction cardiaque, 
réduction des 
arythmies  

Absence de groupe 
témoin placebo ; 
ǘŀƛƭƭŜ ŘΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ 
limitée (9)  

 
2015 

(91) 

IȅŘǊƻƎŜƭ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ  
(1 % alginate de 
sodium+0,3 % 
gluconate de 
calcium)  

Étude clinique 
randomisée, double 
aveugle, phase I, 6 
mois  

Infarctus du myocarde 
avec élévation du 
segment ST (STEMI)  

tǊƻŘǳƛǘ ŘΩƛƳǇƭŀƴǘŀǘƛƻƴ 
sécuritaire,  
tŀǎ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴ Řŀƴǎ 
le changement de 
ƭΩƛƴŘŜȄ Řǳ ǾƻƭǳƳŜ 
diastolique 
téléventriculaire gauche 
(LVEDVI)  

!ōǎŜƴŎŜ ŘΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ 
significative des 
résultats,  
Distribution limitée 
du produit pour des 
patients ayant une 
grande taille 
ŘΩƛƴŦŀǊŎǘǳǎΦ  

 
 

2016 

 
 

(92) 

Hydrogel de 
collagène + hUC-CSM 
(1 × 108)  

Étude clinique 
randomisée, phase I, 
12 mois  

Cardiopathie 
ischémique chronique  

Diminution de la taille 
ŘŜ ƭΩƛƴŦŀǊŎǘǳǎ Τ  
Augmentation de la 
ŦǊŀŎǘƛƻƴ ŘΩŞƧŜŎǘƛƻƴ 
ventriculaire (FEVG)  

Absence double 
ƭΩŀǾŜǳƎƭŜΣ  
Taille de 
ƭΩŞŎƘŀƴǘƛƭƭƻƴ ƭƛƳƛǘŞΣ  
Absence du groupe 
contrôlé  

 
2020 

 
(93) 

Tableau 4. ς  (Études cliniques utilisant les biomatériaux pour le traitement des maladies ischémiques) 
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2.4.1.2 Synthèse des travaux précliniques 

2.4.1.2.1 Hydrogels volumiques 

Bien que les études cliniques soient encore assez limitées, les études précliniques utilisant des 

biomatériaux, et plus particulièrement des hydrogels avec des cellules, sont nombreuses. Elles 

ont révélé des résultats prometteurs pour lΩL/a (96-98).  

Ces études se concentrent principalement sur lΩamélioration de la rétention cellulaire et de la 

reperfusion tissulaire, ainsi que sur lΩŞvaluation des paramètres physiologiques du membre. Ces 

travaux impliquent lΩutilisation de divers types de cellules, notamment les CSM (CSM-MO, CSM-

TA), les cellules endothéliales humaines (HUVECs) et les cellules myoblastes. Parfois, les cellules 

sont coencapsulées (CSM-HUVEC) ou associées à des facteurs de croissance proangiogéniques 

(VEGF, IGF). Différents modèles animaux de souris (majoritairement de sexe masculin), souvent 

présentant un déficit immunitaire NOD/SCID (non-obèse diabétique avec une immunodéficience 

sévère) et athymique NUDE pour éviter les réponses immunitaires adverses envers les cellules 

humaines encapsulées ou immunocompétentes (C57BL/6, Balb/c) ont été utilisés. 

Le modèle athymique-nude correspond à un modèle de souris présentant une réponse 

immunitaire modérée (déficience uniquement en lymphocytes T), sans dysfonctionnement 

vasculaire majeur ni comorbidités métaboliques sévères (99). Ces modèles se révèlent utiles pour 

évaluer les effets à court terme des hydrogels, la sécurité des biomatériaux-cellules humaines, 

ainsi que ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ entre cellules encapsulées et macrophages. Cependant, ils ne reproduisent 

pas les conditions pathologiques rencontrées chez les patients atteints dΩICM. Certaines études 

utilisent le modèle animal NOD/SCID qui se rapproche le plus de la condition des patients atteints 

ŘΩL/a Ǉrésentant une angiogenèse déficiente et une cicatrisation lente. Cependant, la déficience 

sévère du système immunitaire observé dans ce modèle ne reproduit pas la complexité du 

ǎȅǎǘŝƳŜ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜ ǊŜǘǊƻǳǾŞ ŎƘŜȊ ƭΩƘǳƳŀƛƴ (100). Le modèle de souris immunocompétente ne 

ǇŜǳǘ şǘǊŜ ǳǘƛƭƛǎŞ ǉǳΩŀǾŜŎ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŘŜ ƭŀ ƳşƳŜ ŜǎǇŝŎŜΦ /Ŝ ƳƻŘŝƭŜ ƴŜ ǇŜǊƳŜǘ Ǉŀǎ ŘΩŞǾŀƭǳŜǊ 

ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƘǳƳŀƛƴŜǎΣ ǳƴŜ ŞǘŀǇŜ ŎǊǳŎƛŀƭŜ ŀǾŀƴǘ ŘŜ ǇŀǎǎŜǊ Ŝƴ ŎƭƛƴƛǉǳŜ 

(101). 
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 Les biomatériaux explorés dans les différentes études incluent des hydrogels synthétiques, 

hybrides et naturels. Le tableau 5 ci-ŘŜǎǎƻǳǎ ǇǊŞǎŜƴǘŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ǘǊŀǾŀǳȄ ŎƻƴǎǳƭǘŞǎΣ ǊŞǎǳƳŀƴǘ 

les différentes formulations de biomatériaux testés, les types cellulaires, les principaux résultats 

obtenus, les modèles animaux utilisés, la durée des études, et les références correspondantes. 
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Formulations ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭ Types/concentration 
cellulaire 

Résultats principaux Modèle animal Durée de 
lΩétude 

(semaines) 

Année 
publication 

Références 

Tetronic-tyramine-RGD + 
bFGF  

HUVECs, 2,5x104 Amélioration de la viabilité et 
diminution de la nécrose  

ICM, souris femelles 
(Balb/c) âge non 
spécifié  

2  
2013 

(102) 

Tetronic-tyramine-RGD  C2C12 myoblastes (105
 ) 

transfectées de VEGF,  
Augmentation des vaisseaux, 
de la survie cellulaire et 
intégration des myoblastes 
dans les tissus 

ICM, souris femelles 
(athymique-nude) 
âgées de 5 semaines  

3  
2014 

(103) 

Tetronic-tyramine+ 
fibronectine  

hCSM-MO (2.5 × 104) 
HUVECs (1× 105 ) 

Vascularisation et 
régénération tissulaire rapide  

ICM, souris mâles 
(Balb/c) âgées de 4 
semaines  

3  
2017 

(104) 

Poly(lactic-co-glycolic 
acid) (PLGA)-PEG (PLGA-
Cys-mPEG)  

hCSM-TA, (1× 107)  !ƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀƴƎƛƻƎŜƴŝǎŜ 
et de la régénération 
musculaire du membre 
inférieur  

ICM, souris (nude 
Balb/c) âge et sexe 
non spécifiés  

3  
2020 

(105) 

Poly(N-
Isopropylacrylamide) + 
ōCDC όрл ˃ƎκƳ[ύ  

rCSM-MO (10X106 

cellules/mL)  
Amélioration significative de 
la survie de la perfusion  
Amélioration du diamètre du 
muscle comparé au contrôle  

ICM, souris mâles 
immunocompétentes 
âgées de 8 à 10 
semaines 

4  
2016 

(106) 

MGC-RGD-PEG(PTMC-A) 
2  

hCSM-TAs, 2,4x105 

cellules/injection  
Amélioration de la rétention 
avec des cellules non 
encapsulées  
Augmentation des facteurs 
proangiogéniques,  

ICM, souris mâles 
athymique-nude, 
âgés de 10 semaines  

5  
 

2023 

(97) 

MGC-RGD, PEG(PTMC-A) 
2  

mCSM-TAs,2,4x105 
cellules/ injection  

Rétention intramusculaire 
ŀǾŜŎ ƭΩƘȅŘǊƻƎŜƭΣ wŞǇƻƴǎŜ 
inflammatoire modulée,  

ICM, souris mâles 
NOD/SCID âgés de 10-
12 semaines.  

4  
2018 

(107) 

Collagène type I + 
chondroitine 6-sulfate  

hPB-CD133+, 105   Amélioration de la rétention 
Ŝǘ ŘŜ ƭΩƛƴǘŞƎǊŀǘƛƻƴ ŘŜǎ 
cellules CD133+ 

ICM, rat (athymique), 
âgés de 8 à 9 
semaines)  

2  
2006 

(108) 

Tissues adipeux 
décellularisés (DAT)  

hHPC (5x 105/injection)  Augmentation de la densité 
capillaire, récupération 
accélérée de la perfusion du 
membre et une amélioration 
ŘŜ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ƳŜƳōǊŜ 
ischémique  

ICM, souris mâles et 
femelles (NOD/SCID) 
âgés de 8 à 10 
semaines  

5  
 

2021 

(109) 
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Acide hyaluronique 
fonctionnalisé au 
catéchol (HA-CA)  

hCSM-TA, (6×105 )  Augmentation des vaisseaux 
capillaires et reperfusion,  
Diminution de l'infiltration des 
cellules immunitaires  

ICM, souris femelle 
athymique Balb/c, 
âgées de 6 semaines  

3  
2016 

(110) 

Hyaluronan  HUVECs, 
 10 6/injection  

!ƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀƴƎƛƻƎŜƴŝǎŜ 
Ŝǘ ŘŜ ƭΩŀǊǘŞǊƛƻƎŜƴŝǎŜ 
Sauvetage des membres après 
ischémie  

ICM, souris 
immunodéficientes 
(nude) 

4  
2011 

(111) 

Fibrinogène enrichi de 
lysat plaquettaire  

H CSM-MO, 10 6  Amélioration de la perfusion 
tissulaire 

ICM, souris (NOD-
SCID) âgé de 12 
semaines  

1  
2016 

(112) 

Chitosane chargé de 
VEGF (200 ng)  

mCD31+- MO, 10 5, ESC-
Endothéliales, 10 5,  

Amélioration de la survie 
cellulaire densité des 
vaisseaux et rapide 
vascularisation  

ICM, souris 
immunocompétente, 
mâles âgés de 8 à 10 
semaines)  

2  
2015 

(101) 

Chitosane-glycol-fibrine  Cellules endothéliales 
bovines (1 ×10 7

 )  
Formation des vaisseaux 
capillaires, angiogenèse et 
reperfusion  

ICM, souris  2  
2017 

(113) 

Chitosane avec 
microtubes libérant du 
VEGF (200 ng)  

mBM-CD31 (1x 105) 
mESC-ECs (1x 107 )  

Amélioration de la survie 
cellulaire,  
Augmentation de la densité 
des néovaisseaux et de la 
reperfusion tissulaire 

ICM, souris mâles 
immunocompétent 
âgés de 8 à 10 
semaines  

2  
2015 

(101) 

Gélatine- méthacrylate 
(Gel-MA) + microbilles 
de gélatine  

mEPCs, (5x 106 )  Augmentation des vaisseaux 
sanguins ; Ǉŀǎ ŘΩƛƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴ 
mentionnée Řŀƴǎ ƭΩŞǘǳŘŜΦ  

Implantation sous-
cutanée, souris 
(nude), âgés de 5 
semaines  

2  
2016 

(96) 

Chitosane-IGF-1C  h UC-CSMs, 1× 106  Augmentation de la survie, 
rétention et vascularisation,  

ICM, souris (nude)  3 2019 (114) 

Chitosan-acide 
hyaluronique-IGF-1C  

mCSM-TA; 1×106  Amélioration de la rétention 
viabilité et activité 
proangiogénique Sauvetage 
des membres malades et 
ŘƛƳƛƴǳǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴ  

ICM, souris mâles 
(BALB/c)  

3  
     2018 

(115) 

Tableau 5. ς  (Quelques études ǇǊŞŎƭƛƴƛǉǳŜǎΥ /ƻƳōƛƴŀƛǎƻƴ ŘΩIȅŘǊƻƎŜƭ ŀǾŜŎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ǇƻǳǊ ƭŜ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩL/a) 
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Les résultats présentés dans le tableau 5 montrent lΩimportance des hydrogels (synthétiques ou 

naturels) combinés aux cellules pour stimuler la reperfusion des tissus ischémiques, même si 

certaines limites persistent. 

[ΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ όCSM-TA, myoblastes et HUVEC) avec les hydrogels synthétiques, tels 

que le polyéthylène glycol-poly1,3- triméthylène carbonate (PEG-(PTMC-A)2) et le Tetronic-

tyramine, a montré une amélioration de la vascularisation, et de l'intégration des cellules dans 

les tissus ischémiques (97, 102-104, 116). Cependant, des réponses inflammatoires sévères ont 

été observées dans certains cas, en particulier avec la formulation hybride à base méthacrylate 

de chitosane glycol (MGC) et RGD-PEG (PTMC-A)2 combinés aux hCSM-TA chez des souris 

immunodéficientes athymiques-nudes (99). Cependant, en utilisant le même type cellulaire avec 

les ŘΩŀǳǘǊŜǎ matrices ŘΩƻǊƛƎƛƴŜ naturelle (MCG, MHA) Řŀƴǎ ƭŜ ƳşƳŜ ƳƻŘŝƭŜΣ ƛƭǎ ƴΩƻōǎŜǊǾŜƴǘ Ǉŀǎ 

le même effet (117). Les travaux précédents de la même équipe ont montré des résultats 

contradictoires. Ils ont observé une faible réaction immunitaire adverse avec les cellules 

encapsulées avec la même composition (MGC-RGD-PEG(PTMC-A)2) dans un modèle de rat 

immunocompétent et un modèle présentant une immunodéficience sévère soit le NOD/SCID 

(107, 118). 5ΩŀǳǘǊŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ǇǊŞŎƭƛƴƛǉǳŜǎ ǳǘƛƭƛǎŀƴǘ ƭŜ ƳƻŘŝƭŜ ŀƴƛƳŀƭ ŀǘƘȅƳƛque-ƴǳŘŜ ŀǾŜŎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ 

types cellulaires ŘΩŜǎǇŝŎŜ ƘǳƳŀƛƴŜ (myoblastes, HUVEC, CSM-MO) et biomatériaux (Tetromic 

tyramine, acide hyaluronique) ne rapportent pas ces réactions immunitaires adverses (103, 110). 

Ces résultats démontrent que ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘΩǳƴ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ǇŜǳǘ şǘǊŜ ƛƴŦƭǳŜƴŎŞe par le choix du 

modèle animal, du biomatériau et du type cellulaire. 

Les hydrogels naturels, tels que ceux à base d'acide hyaluronique, fibrine, gélatine, collagène, DAT 

ont démontré une biocompatibilité élevée avec les CSM, HPC, HUVEC. Ils ont favorisé une 

augmentation significative de la densité capillaire (96, 109, 111, 119). Aucune étude nΩa relevé 

des réactions inflammatoires envers les matrices utilisées quelques semaines après implantation 

in vivo. Ces hydrogels sΩavèrent particulièrement prometteurs en raison de leur similarité avec la 

matrice extracellulaire native. Cependant, il est nécessaire d'évaluer leurs effets à long terme 

dans des conditions cliniques, Ǿǳ ǉǳŜ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ŜŦŦŜŎǘǳŞŜǎ ǎŜ ǎƛǘǳŜƴǘ ŜƴǘǊŜ 2 à 5 

semaines. La combinaison des hydrogels à base de chitosane, aux facteurs de croissance VEGF, 

IGF et des cellules souches a contribué à une augmentation significative de la densité des 
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néovaisseaux, ainsi qu'à une meilleure reperfusion tissulaire dans un modèle d'ischémique de 

membre inférieur de souris immunocompétente (101, 114). Le chitosane peut induire des 

réactions inflammatoires en raison de la présence des groupements acétyles dans les chaînes du 

polymère et des endotoxines. La ŘƛƳƛƴǳǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩƛƳƳǳƴƻƎŞƴƛŎƛǘŞ in vivo peut se produire par 

augmentation du degré de déacétylation (DDA) du polymère (120). Les combinaisons des 

polymères naturels, chitosane et de l'acide hyaluronique avec le domaine IGF-1C (115), chitosane-

glycol et de fibrine (113), hyaluronique fonctionnalisé au catéchol (110), hyaluronique, et gellan 

gun (121) ont été explorées avec différents types cellulaires (HUVEC,CSM) Řŀƴǎ ǳƴ ƳƻŘŝƭŜ ŘΩICM 

en augmentant la densité des néovaisseaux suivis ŘΩǳƴŜ ŀƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ǾŀǎŎǳƭŀǊƛǎŀǘƛƻƴΦ !ǳŎǳƴŜ 

ǊŞŀŎǘƛƻƴ ŀŘǾŜǊǎŜ ƴΩŀ ŞǘŞ ǊŜǇƻǊǘŞe dans ces études. 

2.4.1.2.2 Microbilles  

[ΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ł ōŀǎŜ ŘŜǎ ōƛƻƳŀǘŞǊƛŀǳȄ ǇƻǳǊǊŀƛǘ şǘǊŜ ŜƴŎƻǊŜ ǊŜƴŦƻǊŎŞŜ ƎǊŃŎŜ Ł 

l'utilisation de microbilles d'hydrogel (Figure 9). Grâce à leur structure sphérique et à leur taille 

ŎƻƴǘǊƾƭŞŜΣ ŎŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ƻŦŦǊŜƴǘ ŘŜǎ ŀǾŀƴǘŀƎŜǎ ǳƴƛǉǳŜǎ ǇƻǳǊ ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ Ŝǘ ƭŀ ŘƛǎǘǊƛōǳǘƛƻƴ 

des cellules. Leur petite taille et leur ǇƻǊƻǎƛǘŞ ƭŜǳǊ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ŘΩşǘǊŜ ŦŀŎƛƭŜƳŜƴǘ ǘǊŀƴǎǇƭŀƴǘŞŜǎ 

Řŀƴǎ ƭŜǎ ǘƛǎǎǳǎ ǇŀǊ ǎƛƳǇƭŜ ƛƴƧŜŎǘƛƻƴΣ ŦŀǾƻǊƛǎŀƴǘ ŀƛƴǎƛ ƭΩŀŎŎŝǎ ŦŀŎƛƭŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎ Ł 

ƭΩƻȄȅƎŝƴŜ Ŝǘ ŀǳȄ ƴǳǘǊƛƳŜƴǘǎΦ /Ŝƭŀ ƎŀǊŀƴǘƛǘ ǳƴŜ ƳŜƛƭƭŜǳǊŜ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ, une fonction proangiogénique 

optimale, ce qui faciliterait la vascularisation du tissu ischémique (122). De plus, on peut utiliser 

les microbilles pour cryopréserver les cellules à long terme pour les thérapies allogéniques. 

Intégrer ce format dans les thérapies actuelles représente une grande avancée en thérapie 

cellulaire, notamment pour les maladies ischémiques. 
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Figure 9. ς  (Microsphères et leurs avantages (21). Article en libre accès distribué selon les termes de 

la licence Creative Commons Attribution License (CC BY))  

[ΩǳǎŀƎŜ ŘŜǎ microbilles dans le traitement des maladies ischémiques représente une approche 

ƛƴƴƻǾŀƴǘŜΣ Şǘŀƴǘ ŘƻƴƴŞ ǉǳΩƻƴ ƭΩŀ ǇŜǳ ŜȄǇƭƻǊŞŜ Řŀƴǎ ƭŀ ƭƛǘǘŞǊŀǘǳǊŜΦ Quelques études précliniques 

ont exploré l'utilisation de différentes formulations de microbilles dans des modèles ischémiques 

des membres inférieurs. Voir le résumé dans le tableau 6 ci-dessous. 
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Formulation 
ŘΩIȅŘǊƻƎŜƭ  

Types/concentration 
cellulaire  

Méthode de Fabrication  Taille 
moyenne 
ό˃Ƴύ  

Résultats principaux  Modèle animal  Durée de 
l'étude  
(semaine)  

Références  

Alginate-RGD  HUVECs 
 (107 cellules)  

Electrospraying  
(2ς5 mL/h, 10 kV)  

120ς150  Amélioration de la 
vascularisation 
Formation de tubules 
in vitro  

ICM, souris 
femelles 
BALB/c âgées 
de 5 semaines  

4  (123) 

Collagène type I- 
4S-StarPEG  

hMSC-MO,  
(8x 105 cellules)  

Production de 
microbilles sur surface 
hydrophobe (Teflonϰ)  

Non 
spécifié  

Amélioration de la 
reperfusion,  
pas de nécrose  

ICM Souris 
modèle non 
spécifié.  

3 (124) 

Alginate  hMSC-MO  
(106 cellules)  

Encapsulation 
électrostatique (10 
mL/h, 7 kV)  

245 ± 28  Augmentation de la 
densité vasculaire et 
de la perfusion, Bonne 
rétention des cellules, 
Ǉŀǎ ŘΩƛƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴ  

ICM, souris 
mâles 
athymiques 
Nude, âgées de 
7-8 semaines  

1  (125) 

Fibrine  HUVEC hCSM-MO  
(1:1, 20 × 106 
cellules)  

Émulsification 
(polydiméthylsiloxane 
PDMS) + surfactant L101 
0,1%, 600 rpm, 25 min à 
37°C  

<400  Diminution du taux 
ŘΩŀƳǇǳǘŀǘƛƻƴΣ 
Augmentation de la 
reperfusion.  

ICM, souris 
mâles SCID (6-
8 semaines)  

2  (126) 

Alginate  hCSM-MO-GLP 
(glucagon-like 
peptide-1)  

Encapsulation standard 
(non spécifié)  

Non 
spécifié  

Diminution de la 
nécrose, amélioration 
de la perfusion, 
modulation des VEGF, 
MCP1, IL6, IL8, 
Angiogenin  

ICM, souris 
CD1  

3 (127) 

Collagène + 
microbilles 
d'alginate- SDF-1 
(40mg/mL)  

Cellules 
progénitrices 
circulantes  
(7×106)  

Système coaxial avec N2 
(1 mL/min, 9.8 J/min N2 
dans CaCl2)  

оуΣр ˃Ƴ  Recrutement accru de 
cellules progénitrices, 
augmentation de la 
croissance vasculaire 
et de la production de 
cytokines 
angiogéniques  

ICM, souris 
C57BL/6J 
femelles âgées 
de 8-9 
semaines  

2 (128) 

Tableau 6. ς  όaƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ƛƴƧŜŎǘŀōƭŜǎ ǇƻǳǊ ƭŜ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩƛǎŎƘŞƳƛŜ ŘŜǎ ƳŜƳōǊŜǎ ƛƴŦŞǊƛŜǳǊǎύ 
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Les études sur les microbilles encapsulant des cellules et des facteurs bioactifs montrent des 

avancées significatives dans la régénération vasculaire et la perfusion dans des modèles 

d'ischémie. Les formulations de microbilles à base ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜΣ de collagène ou de fibrine ont 

présenté un fort potentiel pour améliorer la vascularisation et la guérison des tissus ischémiques 

dans des modèles animaux en majorité immunodéficients. Cependant, ces recherches 

ƴŞŎŜǎǎƛǘŜƴǘ ƭΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ plusieurs paramètres des propriétés des microbilles. Premièrement, 

lΩajustement optimal de certains facteurs cruciaux, tels que la circularité et la distribution de taille 

des billes, reste une priorité. Deuxièmement, les propriétés mécaniques, la stabilité et la 

durabilité des microbilles dans un milieu physiologique à long terme restent des points critiques 

à approfondir.  

Les études précliniques actuelles ne tiennent pas compte de la parité du genre (essais en majorité 

effectués sur les mâles) alors que les femmes et hommes sont affectés de manière égale par cette 

maladie (27). De plus, la durée dΩobservation est relativement courte, généralement de 1 à 

5 semaines. Cette contrainte temporelle ne permet pas dΩŞvaluer complètement les effets à long 

terme des thérapies à base dΩhydrogel. Cela sΩapplique à la durabilité de lΩefficacité, à la stabilité 

des hydrogels et aux risques de complications tardives, telles quΩune inflammation chronique ou 

une fibrose. Enfin, la variabilité dΩefficacité observée dans les résultats dΩŞtudes peut être 

attribuée à la diversité des types et des quantités de cellules injectées, ainsi quΩŁ la variation des 

compositions dΩhydrogels et des modèles animaux utilisés. Cette variabilité complique 

l'interprétation des résultats et pose de réels défis pour la standardisation des protocoles 

expérimentaux. 

.ŀǎŞǎ ǎǳǊ ƭŀ ǊŜǾǳŜ ŘŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ŎƭƛƴƛǉǳŜǎ Ŝǘ ǇǊŞŎƭƛƴƛǉǳŜǎΣ ƭŜǎ ƳŀǘǊƛŎŜǎ ŘŜ ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ Ŝǘ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ 

apparaissent comme ǳƴŜ ƻǇǘƛƻƴ ǇƻǳǊ ƭŜ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ƭŜ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ 

des maladies ischémiques. Ce sont des polymères naturels, biocompatibles quΩon peut obtenir à 

faible coût. Leurs mécanismes de gélification permettent de les utiliser pour fabriquer des 

microbilles par différentes méthodes cytocompatibles sans avoir recours aux solvants organiques 

cytotoxiques. De plus, lΩalginate et le chitosane ont déjà fait lΩobjet de plusieurs essais cliniques 

dans différents domaines en médecine régénérative, incluant la régénération du cartilage et la 

guérison des plaies (clinicaltrials.gov). Cela peut augmenter leur facilité dΩapprobation en tant 
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que produits cellulaires pour des thérapies sur les patients. [ΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ ƎŞƭŀǘƛƴŜ όŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŜ ŀǳ 

collagène) pourrait améliorer leurs propriétés fonctionnelles de la matrice en améliorant 

ƭΩŀŘƘŞǎƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭŜǳǊ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ŀŎǘƛǾƛǘŞ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭƭŜΦ La gélatine, en plus de sa 

biocompatibilité et de sa biodégradabilité, sΩavère une option économique, ce qui la rend idéale 

pour des applications cliniques à grande échelle. Ces trois biomatériaux, utilisés dans cette thèse, 

sont décrits davantage dans la section suivante.  

2.5 Biomatériaux utilisés 

2.5.1 Chitosane 

Le chitosane (Figure 10 A) est un aminopolysaccharide composé de D-glucosamines et de N-

acétyl-D-glucosamines,  obtenu par désacétylation de la chitine ǉǳΩƻƴ ǊŜǘǊƻǳǾŜ Řŀƴǎ ƭŜǎ ŎŀǊŀǇŀŎŜǎ 

de crustacés (129). Il présente une structure linéaire avec de nombreux groupements amines 

libres qui lui confère un caractère polycationique unique. /ΩŜǎǘ ǳƴ ǇƻƭȅƳŝǊŜ ōƛƻŎƻƳǇŀǘƛōƭŜ Ŝǘ 

biodégradable (120). Sa vitesse de dégradation dépend de son degré de désacétylation (DDA), 

ŎΩŜǎǘ-à-dire la proportion des groupes acétyle (N-acétyl-D-glucosamines) enlevés de la chaine 

polymérique de chitine pour former des unités désacétylées (D-glucosamines). Un polymère avec 

un DDA inférieur ou égale à 80 % se dégrade facilement en raison de la présence de plusieurs 

unités acétyles consécutives qui sont reconnues et ŎƭƛǾŞŜǎ ǇŀǊ ƭΩŀŎǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ lysozyme produite 

par les neutrophiles (130). Cependant, ce type de chitosane peut induire des réactions 

immunologiques plus importantes ǉǳΩun chitosane à DDA supérieur à 90 %  qui présente une 

faible vitesse de dégradation in vivo (120). 

Le chitosane est insoluble à pH neutre mais devient soluble en milieu acide (pH < 6,3) grâce à la 

protonation des groupes amines. [ΩŀƧƻǳǘ ŘŜ bases faibles comme le béta-glycérophosphate (BGP), 

dans la solution acide de chitosane ǇŜǊƳŜǘ ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ǳƴŜ ǎƻƭǳǘƛƻƴ liquide à pH physiologique sans 

précipitation du chitosane (120). [ΩŀǳƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǘŜƳǇŞǊŀǘǳǊŜ Ł отɕ / ŜƴǘǊŀƞƴŜ une 

modification du pKa et favorise une réaction acido-ōŀǎƛǉǳŜ ŘƛǘŜ ζ ŘŜ ǘǊŀƴǎŦŜǊǘ ŘŜ protons» des 

groupements amines (NH3+) des chaines de chitosane vers les ions phosphates et carbonates, 

réduisant de façon uniforme les répulsions électrostatiques des chaînes du chitosane, ce qui 
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conduit à une réticulation physique du gel (131). [ΩŞǉǳƛǇŜ ŘŜ [ŜǊƻǳƎŜ ŀ ƳƻƴǘǊŞ ǉǳŜ ƭŜ 

remplacement du BGP par un mélange de bicarbonate de sodium et de tampon phosphate, 

ǇŜǊƳŜǘ ŘΩŀǳƎƳŜƴǘŜǊ ŦƻǊǘŜƳŜƴǘ ƭŜǎ ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ƳŞŎŀƴƛǉǳŜǎ ŘŜ ŎŜǎ ƎŜƭǎ ǘƘŜǊƳƻǎŜƴǎƛōƭŜǎΣ Ŝǘ ŘŜ 

réduire leur osmolarité (132, 133). Les propriétés thermosensibles du chitosane peuvent 

permettre de fabriquer des microsphères injectables sans ajout de réticulants chimiques ou 

solvants organiques. De plus, cŜ ǇƻƭȅƳŝǊŜ ŀ Ŧŀƛǘ ƭΩƻōƧŜǘ ŘŜ ǇƭǳǎƛŜǳǊǎ Ŝǎǎŀƛǎ cliniques en médecine 

régénérative (NCT02413086, NCT03280849, NCT06987981). Cela peut augmenter leur facilité 

ŘΩŀǇǇǊƻōŀǘƛƻƴ Ŝƴ ǘŀƴǘ ǉǳŜ ǇǊƻŘǳƛǘǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎ ǇƻǳǊ ŘŜǎ ǘƘŞǊŀǇƛŜǎ ǎǳǊ ƭŜǎ ǇŀǘƛŜƴǘǎ. 

2.5.2 Alginate 

[Ωalginate (Figure 10 B) est un polysaccharide naturel biocompatible extrait des algues brunes. Il 

est constitué de résidus d'acides ̡ -D-ƳŀƴƴǳǊƻƴƛǉǳŜ όaύ Ŝǘ ʰ-L-guluronique (G) disposés en blocs 

M-M, G-G et M-G. /ΩŜǎǘ ǳƴ ǇƻƭȅƳŝǊŜ anionique soluble en milieu physiologique grâce à la 

présence des groupements hydroxyles (OH) et carboxyles (COOH) dans leur structure. Il gélifie 

facilement en présence dΩƛƻƴǎ cations divalents (Ca2+ Br2+) qui se lient spécifiquement avec les 

groupements carboxyles des blocs guluroniques pour former des jonctions de « boite à ǆǳŦ η 

entre les chaines ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ (129).  

La gélification peut être obtenue par des méthodes externes par la diffusion des ions dans la 

matrice (134) ou internes par la libération progressive des ions dans la matrice en milieu acide 

(135). Leur mécanisme de gélification permet de fabriquer les microbilles avec des méthodes 

cytocompatibles sans ajout de solvants organiques /additifs chimiques. De plus, cΩŜǎǘ ǳƴ ǇƻƭȅƳŝǊŜ 

ŀ Ŧŀƛǘ ƭΩƻōƧŜǘ ŘŜ ƴƻƳōǊŜǳǎŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ŎƭƛƴƛǉǳŜs pour le traitement des patients atteints 

d'insuffisance cardiaque (tableau 4). 



41 
 

 

Figure 10. ς  (Structure chimique du chitosane et alginate (136, 137).Thèse en libre accès distribué 

selon les termes de la licence Creative Commons Attribution License (CC BY) 

.ƛŜƴ ǉǳŜ ƭŜǎ ƳŀǘǊƛŎŜǎ ŘŜ ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ Ŝǘ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ǇǊŞǎŜƴǘŜƴǘ ŘŜ ƴƻƳōǊŜǳȄ ŀǾŀƴǘŀƎŜǎΣ ƭŜǳǊǎ 

propriétés peu adhésives pour les cellules ǇŜǳǾŜƴǘ ƭƛƳƛǘŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΦ ¦ƴŜ 

stratégie couramment utilisée dans la littérature consiste à utiliser la gélatine 

2.5.3 Gélatine 

La gélatine est une protéine obtenue par hydrolyse acide ou basique du collagène, processus qui 

rompt la triple hélice du collagène (Figure 11). La présence des ƳƻǘƛŦǎ ŘΩŀŘƘŞǎƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Řŀƴǎ 

la gélatine ǇŜǊƳŜǘ ŘΩaméliorer lΩinteraction cellule-matrice, en favorisant à la fois lΩadhésion, la 

survie et la fonctionnalité des cellules encapsulées (138, 139). La gélatine en plus de sa 

ōƛƻŎƻƳǇŀǘƛōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ŘŜ ǎŀ ōƛƻŘŞƎǊŀŘŀōƛƭƛǘŞΣ ǎΩŀǾŝǊŜ ǳƴŜ ƻǇǘƛƻƴ ŞŎƻƴƻƳƛǉǳŜΣ ƛŘŞŀƭŜ ǇƻǳǊ ŘŜǎ 

applications cliniques à grande échelle.   

La gélatine est liquide à température physiologique (отɕ /), ŘΩƻǴ ƭŀ difficulté ŘŜ ƭΩǳǘƛƭƛǎŜǊ ǎŜǳƭe en 

tant que matrice injectable. Pour la stabiliser à отɕ /, elle peut soit être réticulée chimiquement, 

par exemple en utilisant ƭΩŀƴƘȅŘǊƛŘŜ méthacrylate pour former la gélatine-méthacrylate (140) ou 

combinée Ł ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǇƻƭȅƳŝǊŜǎ ǘŜƭ ǉǳŜ ƭŜ ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ ƻǳ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ (141-144). Des microsphères de 

gélatine (réticulées chimiquement avec le glutaraldéhyde) chargées de facteur de croissance pro-

angiogénique (bFGF) ont ŘŞƧŁ Ŧŀƛǘ ƭΩƻōƧŜǘ ŘΩune étude clinique sur les patients atteints ŘΩL/a 

(Tableau 4).  
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Figure 11. ς  (Description schématique de la structure du collagène et son hydrolyse pour obtenir la 

gélatine (139) 

2.6 Optimisation de la thérapie cellulaire via le préconditionnement 

cellulaire 

Nous savons maintenant que lΩencapsulation des cellules dans les matrices injectables a 

démontré un fort potentiel pour favoriser la régénération vasculaire en favorisant la survie et 

lΩintégration des cellules dans les tissus ischémiques. Une stratégie complémentaire, telle que le 

ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǇƻǳǊǊŀƛǘ ƻǇǘƛƳƛǎŜǊ ŘŀǾŀƴǘŀƎŜ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎΦ [Ŝ 

préconditionnement cellulaire constitue une technique visant à stimuler les cellules avant leur 

implantation, afin de les rendre plus résistantes aux conditions de stress rencontrées dans le 

micro-environnement ischémique (145). Dans cette section, nous examinerons brièvement les 

différentes méthodes de préconditionnement cellulaire, en particulier du préconditionnement 

pharmacologique, que nous utiliserons dans le cadre de ce projet. 
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2.6.1 Méthodes de préconditionnement cellulaire 

[ΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ ǇŜǳǘ être réalisée grâce à diverses techniques, comme la manipulation génétique, 

lΩexposition temporaire ou continue des cellules à un milieu pauvre en oxygène, lΩinduction dΩun 

stress physique cellulaire ou le ŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ Ł ƭΩŀƛŘŜ de molécules 

pharmacologiques (5, 11, 18). Chacune de ces méthodes comporte des avantages et des 

inconvénients. 

La transfection de gènes anti-apoptotiques et proangiogéniques avec ƭΩŀƛŘŜ de vecteurs viraux ou 

non viraux peut entraîner une hausse dΩefficacité chez les cellules (146-148). Cette approche 

complexe peut soulever des préoccupations en matière de sécurité, notamment le risque de 

développer des maladies cancéreuses à cause de la manipulation génétique (11).  

[ΩŜȄǇƻǎƛǘƛƻƴ ƭŜƴǘŜ ƻǳ ǇǊƻƭƻƴƎŞŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ Ł ŘŜǎ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀǘƛƻƴǎ ǇŀǳǾǊŜǎ Ŝƴ ƻȄȅƎŝƴŜ 

(conditionnement hypoxique) permet de stimuler l'expression de gènes de cytoprotection HIF-

мʰΣ ǉǳƛ ŀǳƎƳŜƴǘŜ ƭŀ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ ŘŜ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ǇǊƻangiogéniques, comme le VEGF (5, 149, 150). 

Néanmoins, la longue durée d'exposition requise et la difficulté de la culture cellulaire en hypoxie 

rendent cette approche peu pratique pour une utilisation clinique. Le préconditionnement 

physique, moins exploré que les autres méthodes, utilise des stress mécaniques ou 

électromagnétiques pour renforcer l'activité proangiogénique des cellules (151, 152). Cette 

méthode nécessite des recherches supplémentaires pour approfondir sa compréhension.  

Une autre méthode de préconditionnement cellulaire est lΩincubation des cellules avec des 

molécules pharmacologiques. Ainsi des CSM ont été incubées avec du fucoïdane (10 ˃ƎκƳ[ύ 

pendant 24h (153) ou de la cytokine pro-inflammatoire ¢bCʰ όмл ng/mL) pendant 48h (154) pour 

améliorer la reperfusion dans un modèle d'ischémie du membre inférieur. Toutefois, certains 

protocoles requièrent des stimulations longues (48 h) avec des composés qui se trouvent souvent 

Řŀƴǎ ƭŜ ǇǊƻŘǳƛǘ ŘΩƛƴƧŜŎǘƛƻƴ (154). Ces procédures imposeraient de démontrer au préalable la 

sécurité du médicament avant sa mise sur le marché. Heureusement, le célastrol sΩavère être une 

alternative beaucoup plus sûre et efficace, comme nous allons le découvrir dans la section 2.5.2. 

Six études cliniques de phase I (en cours/terminées) se sont penchées sur le prétraitement de 

cellules CSM non encapsulées par un procédé dΩhypoxie (COVID-19, maladies cardiovasculaires) 
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ou par une approche pharmacologique à base de cytokines IFN-  ɹ(asthme). Toutefois, certaines 

limites importantes mettent en évidence la nécessité de normaliser le protocole thérapeutique 

(durée, dosage optimal), ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜ contrôle (cellules non traitées) pour évaluer ƭΩŜŦŦŜǘ du 

préconditionnement (155). 

2.6.2 Préconditionnement des cellules avec le célastrol 

Le célastrol (Figure 12) est une molécule naturelle de la famille des terpénoïdes extraite de 

ƭΩŞŎƻǊŎŜ ŘŜǎ ǊŀŎƛƴŜǎ ŘΩǳƴŜ ǇƭŀƴǘŜ ƳŞŘƛŎƛƴŀƭŜ ŘŜ ƴƻƳ ǎŎƛŜƴǘƛŦƛǉǳŜ trypterygium wilfordii utilisée 

pour le traitement de plusieurs maladies chroniques, notamment les maladies inflammatoires, 

auto-immunes et les cancers (156, 157)Φ [ΩŞǉǳƛǇŜ 5ŜǊ {ŀǊƪƛǎǎƛŀƴ-Noiseux fut la première à 

ŘŞƳƻƴǘǊŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ŎŞƭŀǎǘǊƻƭ Řŀƴǎ ƭŀ ǇǊŞǾŜƴǘƛƻƴ ŘŜǎ ƛƴŦŀǊŎǘǳǎ (18). En effet, dans leurs 

études, ils ont démontré que 1 h de stimulation des cardiomyoblastes (H9c2), cellules souches 

(CSM) par 1 µM de célastrol dans un milieu pauvre en sérum est capable de déclencher une 

réponse rapide en activant les voies intracellulaires de protection par la voie des HSP (heat shock 

proteins), en particulier HSP70, HSP 32 (H0-1) via la protéine HSP90 et la réponse antioxydante 

médiée par le facteur de transcription NRF2 (Nuclear factor erythroid 2-related factor 2). Cela 

permet de protéger les cellules exposées dans un environnement ischémique (158-160). Ils 

mettent en évidence le rôle clé de la protéine chaperone HSP 90 dans la régénération des tissus 

cardiaques (161) et dans la protection des poumons souffrant dΩune ischémie aiguë (162). Des 

expériences préliminaires ont révélé que le préconditionnement avec le célastrol peut renforcer 

ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ ŘŜǎ CSM non encapsulées en stimulant leur production des facteurs favorisant 

la croissance vasculaire, notamment le VEGF (158). En lΩespace de cinq minutes, le célastrol est 

ŎŀǇŀōƭŜ ŘΩŀŎǘƛǾŜǊ ƭŜǎ ǾƻƛŜǎ tLоYκ!KT (Der Sarkissian et al., 2014) reconnues comme une voie 

principale de cryoprotection (163). 

 Il est important de noter que les cellules sont rincées 3 fois directement après leur stimulation. 

Cela garantit que le produit cellulaire final activé ne comporte pas de traces du traitement. Le 

procédé de préconditionnement cellulaire par le célastrol est simple, rapide (1h) et peu coûteux 

qui peut ǎΩŀǇǇƭƛǉǳŜǊ Ł ǘƻǳǘ ǘȅǇŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΦ Ceci pourrait faciliter son transfert en clinique une fois 

que la preuve de son efficacité sera apportée par des études précliniques. 
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Figure 12. ς  (Voies de signalisation cellulaire modulée par le célastrol(164)) 

2.7. Cryopréservation des cellules encapsulées 

2.7.1 Importance de la cryopréservation  

LΩimportance de la cryopréservation réside dans sa capacité à constituer des stocks de cellules 

encapsulées dans les microbilles prêtes à lΩemploi, réduisant ainsi la nécessité de prélèvements 

répétés chez les donneurs pour une thérapie autologue. Pour une commercialisation à grande 

échelle, il est crucial de développer des produits cellulaires qui peuvent être cryoconservés et 

ǘǊŀƴǎǇƻǊǘŞǎ ŘŜ ƳŀƴƛŝǊŜ ǎǘŀōƭŜ Ŝǘ ǎŞŎǳǊƛǘŀƛǊŜΣ ŎŜ ǉǳƛ ǇŜǊƳŜǘǘǊŀƛǘ ŘΩŀǎǎǳǊŜǊ ƭŜǳǊ ŘƛǎǇƻƴƛōƛƭƛǘŞ 

immédiate pour les interventions thérapeutiques. De plus, la cryopréservation doit garantir la 

conservation de lΩintégrité génétique et de la fonctionnalité des cellules pendant des mois, voire 

des années. 

Il existe plusieurs méthodes de cryoconservation, mais les deux principales sont la congélation 

lente et la vitrification, également appelée cryoconservation rapide (Figure 13).  La première 

consiste à effectuer un refroidissement contrôlé des cellules, ce qui permet dΩoptimiser leur 

déshydratation et dΩŞviter ainsi la formation de cristaux de glace intracellulaire, qui peuvent 

endommager les cellules. En revanche, la vitrification est une méthode plus rapide qui utilise des 

concentrations élevées dΩagents cryoprotecteurs (CPAs) pour éviter la formation de cristaux de 
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glace. Cependant, elle peut être toxique pour les cellules (22). Le CPAs le plus couramment utilisé 

est le diméthylsulfoxyde (DMSO) (165). 

 

Figure 13. ς  (Différents processus de cryopréservation (22)) 

Bien que le DMSO soit efficace pour protéger les cellules, sa toxicité à fortes concentrations 

ǎƻǳƭŝǾŜ ŘŜǎ ǉǳŜǎǘƛƻƴǎ ǉǳŀƴǘ Ł ƭŀ ǎŞŎǳǊƛǘŞ Ł ƭƻƴƎ ǘŜǊƳŜ ŘΩǳƴ ǳǎŀƎŜ ŎƭƛƴƛǉǳŜ ŎƘŜȊ ŘŜǎ ǇŀǘƛŜƴǘǎΦ Pour 

cette raison, certaines études combinent des CPAs imperméables à la membrane cellulaire, 

comme le tréhalose et le saccharose, avec une concentration réduite de DMSO afin de minimiser 

les effets toxiques, tout en maintenant la viabilité des cellules non encapsulées (166, 167). De 

plus, ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŘŜǎ ƳŀǘǊƛŎŜǎ ǘǊƛŘƛƳŜƴǎƛƻƴƴŜƭƭŜǎ ǇƻǳǊǊŀƛǘ fournir une protection 

additionnelle des cellules pendant le processus de congélation et de décongélation (140, 168). 

Cette section examinera les différentes recherches sur la cryopréservation des cellules 

encapsulées Řŀƴǎ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭΦ 

2.7.2 Revue des études sur la cryopréservation des cellules encapsulées 

Les études présentées dans le tableau 7 donnent un aperçu des méthodes et des techniques 

actuelles utilisées pour cryopréserver les cellules encapsulées dans diverses formulations de 

microbilles, en abordant les défis posés par la survie cellulaire après décongélation. 
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Plusieurs travaux ont démontré la possibilité de conserver des cellules dans des microbilles à base 

dΩalginate. Par exemple, les études menées par Naqvi, Gansau and Buckley (169) et Chen, Wright 

(170) ont révélé quΩil était possible de maintenir un taux de survie minimal de 80 % après 

cryopréservation dans le milieu de culture contenant du DMSO et le sérum de Ŧǆǘŀƭ ōƻǾƛƴ (FBS). 

Ces résultats confirment ceux de Murua, Orive (171), qui ont utilisé des ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-

poly-L-lysine-alginate (APA) pour préserver la viabilité et la fonctionnalité des cellules myoblastes 

après des périodes de stockage prolongées dans la même composition du milieu de congélation. 

Des composites de microsphères ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-chitosane (172) et dΩalginate-gélatine (173) ont 

permis de protéger les cellules après cryopréservation. Cependant, une limite importante est la 

présence de résidus de FBS dans le milieu de congélation, qui ne peut être utilisé en clinique sur 

des patients. Les microbilles à base dΩalginate sont couramment utilisées pour la cryopréservation 

des cellules en raison de leur facilité de fabrication et de dissolution, ce qui permettrait de 

récupérer les cellules après le processus.  

DΩautres compositions de microbilles à base de gélatine méthacrylate (GelMA) et de PLGA ont 

également été examinées. Les microbilles de GelMA obtenues par la méthode microfluidique ont 

permis de réduire la formation des cristaux de glace, ce qui a permis de maintenir la viabilité 

cellulaire à plus de 90% après la cryopréservation (140). Les microbilles de PLGA obtenues par la 

même méthode permettent quant à elles de préserver une viabilité post-décongélation de 92 %. 

Elles ont également montré des résultats prometteurs sur la régénération des tissus endommagés 

dans des modèles animaux de lésions hépatiques (174). Toutefois, ces systèmes ne peuvent pas 

être utilisés en clinique avant de démontrer la sécurité des méthodes employées. [Ωǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ 

la lumière UV pour gélifier les microsphères de GelMA peut compromettre la viabilité des cellules. 

Les photo-initiateurs peuvent être toxiques à certaines concentrations.  Le procédé de fabrication 

des microbilles macroporeuses de PLGA ƛƳǇƭƛǉǳŜ ƭΩǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ Matrigel® (matrice 

extracellulaire xénogénique dérivée de tumeur murine). LΩinoculation de cellules dans des 

microbilles poreuses ne protégera pas les cellules des attaques par le système immunitaire. De 

plus, ƭŜǎ ǘŜŎƘƴƛǉǳŜǎ ŜƳǇƭƻȅŞŜǎ ƴŜ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ Ǉŀǎ ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŀǾŜŎ ǳƴ rendement 

élevé, ce qui peut constituer un obstacle pour une production à grande échelle. 
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Il est important de souligner que les études antérieures ne fournissent aucune donnée sur 

lΩanalyse des propriétés des microbilles cryopréservées. Les données manquantes incluent leur 

intégrité structurale, leurs propriétés mécaniques, leur capacité dΩinjection et leur stabilité après 

décongélation. Il est nécessaire dΩŞtudier les propriétés des microbilles après leur 

cryopréservation afin quΩelles puissent être transférées rapidement en clinique.  Les composants 

du milieu de congélation doivent respecter les réglementations pour faciliter lΩutilisation ŘΩǳƴ 

produit cellulaire à des fins cliniques. Les méthodes actuelles visent à réduire la concentration de 

DMSO Ŝƴ ƭŜ ŎƻƳōƛƴŀƴǘ ŀǾŜŎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ CPA, tels que le tréhalose (23, 175), ou en utilisant des 

solutions de plasmalyteA et de sérum-albumine déjà approuvées pour un usage clinique (176, 

177). Ces stratégies peuvent être adaptées afin dΩŞvaluer leur efficacité sur des cellules 

encapsulées. 
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Compositions de 
microbilles 

Type cellulaire Stratégies de 
Cryoconservation 

Principaux résultats Référence 

Alginate  CSM-MOs de porc  90% FBS, 10% DMSO/ 
- 85°C 1°C/min (1 jour)  
- Azote liquide  
(-196°C, 3 jours)  

84% viabilité après cryopréservation;  
Les microbilles sont restées stables pendant l'injection à travers 
une aiguille de 25G.  

(169) 

Alginate  hCSM,  
mESC (cellules souches 
embryonnaires)  

90% FBS, 10% DMSO;  
- 80°C 1°C/min (1 jour)  
-196°C (6 jours)  

77% viabilité pour hCSM et 44% viabilité pour mESCs après 
cryopréservation;  
Les marqueurs de surface restent exprimés après 
cryopréservation;  

(170) 

Alginate-
chitosane (AC)  

Cellules hépatiques 
(HepG2)  

Milieu de culture complet 
+10% DMSO  
-20°C 1 heure,  
-80°C 1°C/min 30 jours.  

aƛŎǊƻŎŀǇǎǳƭŜǎ ŘΩ!/ ǇŜǊƳŜǘǘŜƴǘ ǳƴŜ ƳŜƛƭƭŜǳǊŜ ǇǊƻƭƛŦŞǊŀǘƛƻƴ Ŝǘ 
activité métabolique des cellules comparées aux capsules 
ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ  

(172) 

Alginate  Fibroblastes dermiques 
humains (HDFs)  

5% 
DMSO/glycérol/propylène 
glycol et 200mM tréhalose) 
+ milieu de culture.  
4°C 30 minutes, -80°C 
1°C/min 16 heures,  
-196°C (1 jour)  

Activité métabolique des cellules maintenue avec les 
concentrations élevées en alginate (1.5%, 2%).  
À concentration élevée en polymère, activité métabolique et 
angiogénique comparable à celle observée en présence de 
DMSO ou de tréhalose.  

(168) 

GelMA  Fibroblastes NIH 3T3  5 et 10% DMSO + milieu de 
culture; Cryo lente : 4°C 10 
min, - 80°C 1 jour, -196°C  
Cryo rapide : 4°C 10 min,  
-196°C.  

91% de viabilité avec la méthode lente de cryopréservation et 
94% avec la méthode rapide (10% DMSO). Le GelMA a contribué 
à réduire la formation des cristaux de glace, ce qui protège les 
cellules durant la cryopréservation.  

(140) 

Alginate  hCSM 10% DMSO+ Milieu de 
culture complet.  
3 protocoles de Cryo:  
(1) - 80°C 1°C/min, -196°C  
(2) - 7°C, - 40°C, - 80°C 
1°C/min, -196°C;  
(3) -196°C  

87% de viabilité avec la méthode 2. Pas de différence 
significative observée avec la méthode 1; La méthode 3 a induit 
une mortalité significative comparée aux méthodes 1 et 2.  

 

 

 

(178) 

Alginate-poly-L-
lysine-alginate 
(APA)  

C2C12 myoblastes 
génétiquement 
modifiés pour sécréter 

DMSO 10% et 20% dilué 
dans le milieu complet  
- 80°C 1°C/min ;  

La cryoconservation avec 10 % de DMSO a présenté les 
meilleurs résultats avec une réduction de 42 % de la sécrétion 

(171) 
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de l'érythropoïétine 
(Epo)  

-196°C pendant 45 jours.  d'Epo par rapport aux cellules préservées avec 1 et 30 % DMSO 
(90% de réduction).  
Les microcapsules ont conservé leur intégrité pendant 45 jours.  

Alginate-gelatine  hCSMs DMSO 10% + milieu de 
culture + 20%FBS  
Transfert immédiat dans -
196°C pendant 7 jours.  

[ϥŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŀ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŜƳŜƴǘ ŀƳŞƭƛƻǊŞ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ 
métabolique des cellules, réduisant l'apoptose et la nécrose.  

(173) 

Alginate  RPE (retinal pigment 
epithelial) cells, 
HUVECs, MSCs  

Milieu sans sérum avec 10 % 
de DMSO et 0,3 M de 
glucose et Tréhalose.  
Cryopréservation à -80°C, 
1°C/min pendant 7 jours  

Viabilité de 84%, 80% à 70% avec les cellules RPE, HUVEC et 
hMSC respectivement après décongélation, avec fonctionnalité 
de sécrétion protéique préservée.  
L'intégrité de la capsule est maintenue avec 10% DMSO 0,3M 
Tréhalose.  

(179) 

PLGA  hCSM Cryopréservation à - 80°C 
1°C/min pendant 3 jours.  
Reculture des microsphères 
cryopréservées après 7 
jours.  

Viabilité cellulaire post-décongélation à 92% après 7 jours de 
culture.  
Les microsphères chargées en MSC ont favorisé la récupération 
hépatique chez un modèle de rat, réduisant la fibrose et 
améliorant la fonction hépatique.  

(174) 

Tableau 7. ς  (Études sur la cryopréservation des cellules encapsulées) 
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2.8. Résumé de la revue de littérature , hypothèses et objectifs 

2.8.1 Résumé de la revue de littérature et cahier de charge 

Les maladies ischémiques, en particulier lΩICM, représentent un problème majeur de santé 

publique. Elles ont une forte prévalence et engendrent des complications graves, comme les 

amputations, qui occasionnent des coûts globaux atteignant plusieurs centaines de milliards de 

dollars. La thérapie cellulaire basée sur l'utilisation des CSM offre une alternative prometteuse et 

peu invasive par rapport aux traitements actuels. Grâce à leurs effets paracrins puissants, à leur 

faible immunogénicité, les CSM ŦŀǾƻǊƛǎŜƴǘ ƭŀ ǊŜǾŀǎŎǳƭŀǊƛǎŀǘƛƻƴΣ ƳƻŘǳƭŜƴǘ ƭΩƛƴŦƭŀƳƳŀǘƛƻƴ Ŝǘ 

contribuent à la régénération des tissus endommagés. Comparées aux autres types cellulaires 

(PBMNCs, BM-MNCs, EPCs), les CSM se révèlent plus efficaces. Toutefois, leur faible survie et 

rétention dans les tissus ischémiques couplée à la variabilité de leur activité paracrine limitent 

leur efficacité. De plus, les difficultés associées à lΩuniformisation des procédures de traitement, 

en particulier pour les thérapies autologues personnalisées, entraînent des dépenses 

considérables, dans le secteur hospitalier. 

 Selon les résultats des études cliniques et précliniques sur les biomatériaux et la possibilité de 

fabriquer facilement des microbilles sans additifs chimiques/solvants organiques à coûts 

abordables, les hydrogels injectables naturels à base dΩalginate et de chitosane combinés aux CSM 

pourraient servir au développement dΩun produit cellulaire encapsulé pour le traitement 

allogénique des maladies ischémiques. LΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ ƎŞƭŀǘƛƴŜ Řŀƴǎ ŎŜǎ ƳŀǘǊƛŎŜǎ ǇƻǳǊǊŀit améliorer 

ƭŜǳǊǎ ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭƭŜǎ Ŝƴ ŀƳŞƭƛƻǊŀƴǘ ƭΩŀŘƘŞǎƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ƭŜǳǊ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ 

activité fonctionnelle. Toutefois, certains paramètres cruciaux, tels que la circularité, distribution 

des microsphères en fonction de leur taille, leurs propriétés mécaniques, leur injectabilité et leur 

stabilité dans des milieux physiologiques devraient être explorés en profondeur.  

De plus, uƴ ŜŦŦŜǘ ŎƻƳōƛƴŞ ŘŜ ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ cellulaire et préconditionnement pourrait 

ŎƻƴǎƛŘŞǊŀōƭŜƳŜƴǘ ǊŜƴŦƻǊŎŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ Řǳ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘΦ Cette stratégie permettrait 

non seulement dΩaméliorer la survie des cellules lors des étapes de la production et dans les tissus 
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ischémiques, mais aussi leur activité proangiogénique. Cette approche encore peu étudiée dans 

la littérature, elle nécessite dΩştre explorée davantage. 

La cryopréservation des microbilles chargées de cellules permet dΩobtenir un produit cellulaire 

ǇǊşǘ Ł ƭΩŜƳǇƭƻƛŜ et immédiatement disponible pour des transplantations allogéniques. Lƭ ƴΩŜȄƛǎǘŜ 

pas de traitement à base de microbille et cellules utilisé en clinique. De nombreuses études ont 

démontré quΩil est possible de cryopréserver les microbilles (majoritairement composées 

dΩalginate) dans des milieux de congélation principalement constitués de milieux de culture et de 

FBS. Cependant, ces solutions ne sont pas adaptées pour une utilisation clinique. De plus, il ya un 

manque de données sur lΩanalyse des propriétés des microbilles cryopréservées. Il faut donc les 

explorer davantage. Le tableau 8 résume ƭŜǎ ǇǊƛƴŎƛǇŀǳȄ ŀǘǘǊƛōǳǘǎ ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǇƻǳǊ  le 

ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŘŜ ƭΩischémie. 

Catégories Critères/exigences 

Composition du biomatériau Matériaux naturels, moins coûteux, biocompatibles, faiblement 

immunogènes. 

Méthode de fabrication des 

microbilles 

Techniques de fabrication reproductibles, simples, cytocompatibles, sans 

addition de solvants organiques/ composés chimiques. 

Diamètre des microbilles Microbilles de taille de 400-500µm ou inférieure. 

                        Injectabilité LƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ Ł ǘǊŀǾŜǊǎ ŘΩŀƛƎǳƛƭƭŜ ŘŜ ǇŜǘƛǘ ŎŀƭƛōǊŜ όнмΣ 23G) 

sans significativement compromettre leur intégrité. 

Stabilité dans les solutions 

physiologiques 

Les microbilles doivent être stables dans les solutions physiologiques sur 

au moins 1 semaine. 

Propriétés mécaniques aŀƛƴǘŜƴƛǊ ǳƴŜ ǊŞǎƛǎǘŀƴŎŜ Ł ƭŀ ŎƻƳǇǊŜǎǎƛƻƴ ƧǳǎǉǳΩŁ ул҈ ŘŜ ŎƻƳǇǊŜǎǎƛƻƴ 

 

Types cellulaires 

Type cellulaire utilisé doit être compatible avec les transplantations 

allogéniques et avoir un profil de sécrétion de facteurs proangiogéniques 

élevés. 

Biocompatibilité  La viabilité doit être > 70 % selon les exigences de la FDA (180) 

 

Efficacité proangiogénique 

Permettre une libération accrue de VEGF, une cicatrisation de plaie dans 

un modèle in vitro et une augmentation des néovaisseaux dans un modèle 

in vivo. 

 

Cryopréservation 

Utiliser les milieux de congélation cliniquement approuvés (plasmalyte, 

tréhalose, sérum-albumine, ŜǘŎΦΦύΣ ƳŀƛƴǘŜƴƛǊ ǳƴŜ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ҕ тл ҈Σ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ 

proangiogénique des cellules encapsulées, les propriétés mécaniques et 

l'injectabilité des microbilles (21, 23G) après décongélation. 

Tableau 8. ς  ό9ȄƛƎŜƴŎŜǎ Řǳ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜƳŜƴǘ ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ƭŜ traitement des maladies ischémiques) 
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2.8.2 Objectifs et hypothèses  

2.8.2.1 Hypothèse et Objectif général  

5ΩŀǇǊŝǎ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ŘŜ ƭŀ littérature existanteΣ ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ŝǘ ƭŜ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ 

pharmacologique seraient des technologies prometteuses à explorer pour améliorer ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ 

thérapeutique des patients atteints de maladies ischémiques.  

[ΩƘȅǇƻǘƘŝǎŜ ƎŞƴŞǊŀƭŜ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ǘƘŝǎŜ est que la combinaison de ces deux technologies 

permettrait de créer un produit cellulaire cryopréservable, injectable, stable dans les solutions 

physiologiques qui améliore ƭŀ ǎǳǊǾƛŜ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘŜǎ /{a-MO.  

[ΩƻōƧŜŎǘƛŦ ǇǊƛƴŎƛǇŀƭ ŘŜ ŎŜ ǇǊƻƧŜǘ Ŝǎǘ ŘŜ concevoir et ŘΩƻǇǘƛƳƛǎŜǊ un produit cellulaire injectable, 

stable et cryopréservable, composé de microbilles chargées de CSM, pour une thérapie 

allogénique des patients atteints de maladies ischémiques. 

Ci-après sont décrits les trois objectifs principaux de notre étude : 

2.8.2.2 Objectifs spécifiques 

2.8.2.2.1 Objectif 1 : 5ŞƳƻƴǘǊŜǊ ǉǳŜ ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /{a-MO dans un hydrogel 

thermosensible à base de chitosane et le préconditionnement pharmacologique avec le 

ŎŞƭŀǎǘǊƻƭ ŀƳŞƭƛƻǊŜ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ Ŝǘ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ƛƴ ǾƛǘǊƻ Ŝǘ Řŀƴǎ 

un modèle animal sain. 

Pour y parvenir, nous avons suivi plusieurs étapes, dont les principales sont les suivantes : 

i) ;ǾŀƭǳŜǊ ƭΩŜŦŦŜǘ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǎǳǊ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ ŘŜǎ /{a ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎ. Plus précisément, 

nous avons comparé la survie des CSM préconditionnées et avec le groupe de cellules non traitées 

dans un hydrogel en condition normale et dans un milieu pauvre en nutriment après une semaine 

de culture. 

ƛƛύ !ƴŀƭȅǎŜǊ ƭΩŜŦŦŜǘ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǎǳǊ ƭŀ libération des facteurs proangiogéniques 

sécrétés par les cellules encapsulées. Nous avons sélectionné 3 facteurs proangiogéniques 

(VEGF, FGF2, SDF-мʰύ Ł ǇŀǊǘƛǊ ŘŜ ƭŀ ƭƛǘǘŞǊŀǘǳǊŜΦ 
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ƛƛƛύ ;ǾŀƭǳŜǊ ƭΩŜŦŦŜǘ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǎǳǊ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘŜǎ /{a ƛƴ ǾƛǘǊƻ. Nous 

avons spécifiquement évalué la prolifération des HUVEC dans un modèle de coculture avec les 

cellules encapsulées (traitées/non). En parallèle, nous avons également mesuré la vitesse de 

ŦŜǊƳŜǘǳǊŜ ŘŜ ƭŀ ǇƭŀƛŜ Řŀƴǎ ǳƴ ǘŜǎǘ ŘŜ ƳƛƎǊŀǘƛƻƴ ŘŜǎ I¦±9/ Ł ƭΩŀƛŘŜ ŘŜǎ ƳƛƭƛŜǳȄ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŞǎ 

obtenus des cellules encapsulées (scratch test). 

iV) ;ǾŀƭǳŜǊ ƭΩŜŦŦŜǘ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǎǳǊ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘŜǎ /{a Řŀƴǎ ǳƴ 

modèle animal. bƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ǎǇŞŎƛŦƛǉǳŜƳŜƴǘ ŞǾŀƭǳŞ ƭŀ ŘŜƴǎƛǘŞ ŘŜ ƴŞƻǾŀƛǎǎŜŀǳȄ ŦƻǊƳŞǎ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ 

inflammatoire des cellules encapsulées dans la région péri-implant après une semaine. 

2.8.2.2.2 Objectif 2 Υ 5ŞǾŜƭƻǇǇŜǊ Ŝǘ ŞǘŀōƭƛǊ ǳƴŜ ǇǊŜǳǾŜ ŘŜ ŎƻƴŎŜǇǘ ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ 

injectable et cryopréservable à base de microsphère et CSM-MO 

[ΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŜƴŎŀǇǎǳƭŞ ŀ ŞǘŞ ǊŞŀƭƛǎŞŜ Ŝƴ ǇƭǳǎƛŜǳǊǎ ŞǘŀǇŜǎ : 

i) Comparer les propriétés des microbilles de 3 différentes compositions de microbilles 

(chitosane, chitosane-gélatine et alginate): dans cette partie, nous avons évalué la distribution 

de taille, la résistance mécanique, l'injectabilité des microbilles. Nous avons également étudié les 

propriétés biologiques des cellules encapsulées en évaluant leur survie et leur activité paracrine 

(relargage de VEGF). 

ƛƛύ ;ǾŀƭǳŜǊ ƭΩŜŦŦŜǘ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ŀǳ ŎŞƭŀǎǘǊƻƭ ǎǳǊ ŘŜǎ /{a ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎ Řŀƴǎ ƭŜǎ 

microbilles de chitosane-gélatine. Basés sur les résultats de comparaison des différentes 

matrices, nous avons choisi la formulation du chitosane-gélatine pour la suite du projet. Nous 

avons évalué ƭΩƛƳǇŀŎǘ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǎǳǊ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞΣ ƭa lƛōŞǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ±9DC Ŝǘ ƭΩŜŦŦŜǘ 

proangiogénique des cellules encapsulées mesuré à travers la migration et la prolifération des 

HUVEC en coculture in vitro. Les cellules non traitées ont servi de groupe contrôle. 

iii) Examiner la faisabilité de cryopréserver les CSM encapsulées dans les microbilles. 

Spécifiquement, nous avons comparé la viabilité et relargage de VEGF dans différents milieux de 

congélation (alphaMEM+BSA et Plasmalyte+BSA) afin de sélectionner le meilleur milieu adapté 

pour la préservation du produit cellulaire. Par la suite, ƴƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ŞǾŀƭǳŞ ƭΩƛƳǇŀŎǘ du 

ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǎǳǊ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŞŜs avec 
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le meilleur milieu de congélation (Plasmalyte+BSA). Nous avons également caractérisé 

ƭΩƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ƭa résistance mécanique de microbilles après cryopréservation. 

2.8.2.2.3 Objectif 3 : Développer une formulation de microbilles injectables et 

cryopréservables à base de ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine chargées de CSM en utilisant un système 

cƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊ sans huile. 

5ŀƴǎ ƭŀ ŎƻƴǘƛƴǳƛǘŞ ŘŜ ƭΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΣ ƴƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ŘŞǾŜƭƻǇǇŞ ǳƴŜ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘŜ 

fabrication de microbilles sans huile. LΩŀǘǘŜƛƴǘŜ de cet objectif a été réalisée en plusieurs étapes 

à savoir : 

i) Fabriquer et caractériser les microbilles à base ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ό!ƭƎƛƴŀǘŜΣ !ƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine). 

Spécifiquement, nous avons évalué la distribution de taille, stabilité dans les solutions 

physiologiques, ƭΩinjectabilité et la résistance mécanique des microsphères. 

ii) Évaluer la survie et ƭΩactivité proangiogénique des CSM encapsulées. Plus spécifiquement, 

nous avons évalué la survie des cellules encapsulées, mesuré la quantité de VEGF libéré et évalué 

la vitesse de prolifération et migration des HUVEC Ł ƭΩŀƛŘŜ ŘΩǳƴ ǘŜǎǘ ŘŜ ŦŜǊƳŜǘǳǊŜ ŘŜ ǇƭŀƛŜ 

όζ ǎŎǊŀǘŎƘ ǘŜǎt ») in vitro. 

iii) ¢ŜǎǘŜǊ ƭΩŜŦŦŜǘ ŘŜ ƭŀ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŀǘƛƻƴ ǎǳǊ les cellules encapsulées. Plus précisément, nous 

avons comparé différentes compositions de milieux de congélation (Tréhalose 0,2 M + 0,3M, 2 % 

et 10 % DMSO) sur la survie, la libération de VEGF et la capacité des CSM encapsulées à stimuler 

la prolifération et migration des HUVEC. Nous avons également caractérisé la résistance 

mécanique des microbilles à la compression, ƭΩinjectabilité et la stabilité des microbilles 

cryopréservées avec le meilleur milieu de congélation (0,3M 10%DMSO). 
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Chapitre 3 ς Article 1 - Pharmacological Preconditioning 
Improves the Viability and Proangiogenic Paracrine Function 

of Hydrogel-Encapsulated Mesenchymal Stromal Cells 

 

Introduction : [ΩŞǘǳŘŜ ǎǳƛǾŀƴǘŜ ƛƴǘƛǘǳƭŞŜ ΨΩ Pharmacological Preconditioning Improves the 

Viability and Proangiogenic Paracrine Function of Hydrogel-Encapsulated Mesenchymal 

Stromal CellsΩΩ ŀ ŞǘŞ ǇǳōƭƛŞŜ Řŀƴǎ ƭŜ ƧƻǳǊƴŀƭ ΨΩ Stem Cells InternationalΩΩ Volume 2021, Article ID 

6663467, https://doi.org/10.1155/2021/6663467.   

5ŀƴǎ ŎŜǘǘŜ ŞǘǳŘŜΣ ƧΩŀƛ Ŏƻƴœǳ Ŝǘ ǊŞŀƭƛǎŞ ǘƻǳǘŜǎ ƭŜǎ ŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜǎ ƭƛŞŜǎ Ł ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜǎ /{aΣ ŀǳ 

ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǇƘŀǊƳŀŎƻƭƻƎƛǉǳŜ ŀǾŜŎ ƭŜ ŎŞƭŀǎǘǊƻƭΣ Ł ƭΩŞǾŀƭǳŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǎǳǊǾƛŜ Ŝǘ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ 

ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ƛƴ ǾƛǘǊƻ Ŝǘ ƛƴ ǾƛǾƻΦ WΩŀƛ ŀǳǎǎƛ ŜŦŦŜŎǘǳŞ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ Ŝǘ ƛƴǘŜǊǇǊŞǘŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǊŞǎǳƭǘŀǘǎΦ WΩŀƛ 

également rédigé toutes les sections du manuscrit. 

Ci-dessous, vous trouverez la contribution des autres coauteurs : 

Mélanie Borie : Elle a aidé à la réalisation des expérimentations cellulaires (culture et isolement 

ŘŜǎ /{aΣ ŞǾŀƭǳŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ƛƴ ǾƛǘǊƻύ Ŝǘ ŀ ŀǳǎǎƛ ǇŀǊǘƛŎƛǇŞ Ł ƭŀ ǊŞǾƛǎƛƻƴ Řǳ 

manuscrit. 

Feryel Azzi et Dominique Trudel : /Ŝǎ ŘŜǳȄ ŜȄǇŜǊǘŜǎ ƻƴǘ ŎƻƭƭŀōƻǊŞ Ł ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ƘƛǎǘƻƭƻƎƛǉǳŜ Ŝǘ 

immunohistochimique des échantillons obtenus des essais in vivo en apportant leur savoir-

ŦŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ƭΩƛƴǘŜǊǇǊŞǘŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǊŞǎǳƭǘŀǘǎΦ 5Ŝ ǇƭǳǎΣ 5ƻƳƛƴƛǉǳŜ ¢ǊǳŘŜƭ ŀ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ŎƻƴǘǊƛōǳŞ Ł 

la révision du manuscrit. 

Nicolas Noiseux et Shant Der Sarkissian ƻƴǘ ŎƻƴǘǊƛōǳŞ Ł ƭΩŞƭŀōƻǊŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ƳŞǘƘƻŘŜǎ ŘŜ 

prétraitement des CSM et ont également participé à la révision du manuscrit. Shant Der 

{ŀǊƪƛǎǎƛŀƴ όŎƻŘƛǊŜŎǘŜǳǊ ŘŜ ǊŜŎƘŜǊŎƘŜύ ŀ ŘƛǊƛƎŞ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ŞǘŀǇŜǎ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ŞǘǳŘŜΣ Ŝƴ 

ǇŀǊǘƛŎǳƭƛŜǊ ƭŀ ǾŞǊƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǇǊƻǘƻŎƻƭŜǎ ŜȄǇŞǊƛƳŜƴǘŀǳȄΣ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ Ŝǘ ƭΩƛƴǘŜǊǇǊŞǘŀǘƛƻƴ ŘŜǎ 

données. 

https://doi.org/10.1155/2021/6663467
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Sophie Lerouge : superviseure principale des projets. Elle a ŦƛƴŀƴŎŞ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ 

ŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜǎ Řǳ ǇǊƻƧŜǘΦ 9ƭƭŜ ŀ ǎǳǇŜǊǾƛǎŞ ƭŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ŜȄǇŞǊƛƳŜƴǘŀƭŜǎΣ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ Ŝǘ ƛƴǘŜǊǇǊŞǘŀǘƛƻƴ 

des données. Elle a effectué une révision complète du manuscrit. 
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3.1 Résumé 

The efficacy of cell therapy is limited by low retention and survival of transplanted cells in the 

target tissues. In this work, we hypothesize that pharmacological preconditioning with celastrol, 

a natural potent antioxidant, could improve the viability and functions of mesenchymal stromal 

cells (MSC) encapsulated within an injectable scaũold. Bone marrow MSC from rat (rMSC ) and 

human (hMSC ) origin were preconditioned for 1 hour with celastrol 1 M˃ or vehicle (DMSO 

0.1% v/v), then encapsulated within a chitosan-based thermosensitive hydrogel. Cell viability 

was compared by alamarBlue and live/dead assay. Paracrine function was studied first by 

quantifying the proangiogenic growth factors released, followed by assessing scratched HUVEC 

culture wound closure velocity and proliferation of HUVEC when cocultured with encapsulated 

hMSC. In vivo, the proangiogenic activity was studied by evaluating the neovessel density 

around the subcutaneously injected hydrogel after one week in rats. Preconditioning strongly 

enhanced the metabolic activity of rMSC and hMSC compared to vehicle-treated cells, with 90% 

and 75% survival versus 36% and 58% survival, respectively, after 7 days in complete media and 

80% versus 64% survival for hMSC after 4 days in low serum media (p < 0.05). Celastrol-treated 

cells increased quantities of proangiogenic cytokines compared to vehicle-pretreated cells, 

with a significant 3.0-fold and 1.8-fold increase of VEGFa and SDF-1 ,h respectively (p < 0.05). 
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The enhanced paracrine function of preconditioned MSC was demonstrated by accelerated 

growth and wound closure velocity of injured HUVEC monolayer (p < 0.05) in vitro. Moreover, 

celastrol-treated cells, but not vehicle-treated cells, led to a significant increase of neovessel 

density in the peri-implant region after one week in vivo compared to the control (blank 

hydrogel). These results suggest that combining cell pretreatment with celastrol and 

encapsulation in hydrogel could potentiate CSM therapy for many diseases, benefiting 

particularly ischemic diseases. 

3.2 Introduction 

Cardiovascular disease (CVD) is a leading cause of mortality, and of these deaths, 85% are due to 

ischemic events (181, 182) Clinical management includes fibrinolytic therapy, primary 

percutaneous coronary intervention, or bypass graft surgery to restore blood flow (183-187). 

However, these interventions cannot regenerate dead cells and scar tissues. 

Mesenchymal stromal cell (MSC) therapy is a promising treatment for various degenerative 

diseases by triggering neovascularization and stimulating tissue regeneration (2, 65, 188-191).  

MSC, which are abundant and only weakly immunogenic, are readily used in several clinical trials 

in regenerative medicine for the treatment of ischemic diseases such as hind limb ischemia (10, 

68) and ischemic heart diseases (2, 192). These cells are able to secrete proangiogenic, 

chemoattractant, and anti-apoptotic mediators useful for the recovery of ischemic tissue (9, 

193, 194). However, the efficacy of cell therapy remains limited due to the poor retention, 

diminished survival, and poor functionality of cells, especially when transplanted in such ischemic, 

inflammatory, and oxidative microenvironments (192, 193). In this context, injectable scaũolds 

have been proposed to localize, anchor and protect cells in the target tissues (83, 118, 120, 195, 

196). Our laboratory has developed scaũolds composed of thermosensitive hydrogels based on 

chitosan, a natural biocompatible and biodegradable polymer obtained by deacetylation of chitin 

(133). Particularities of our hydrogels include physiological pH and low viscosity at room 

temperature which enables easy cell loading and injectability through small needles and rapid 

gelation at body temperature with desirable mechanical properties and cytocompatibility (132, 

197).  However, the hydrogel does not prevent and may even exacerbate the lack of oxygen and 
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nutrients reaching the cells, which can negatively aũect their viability and therapeutic effects. 

We therefore propose to combine encapsulation with cell preconditioning to improve cell 

retention, survival, and function. 

Preconditioning consists in activating cytoprotective pathways by either exposing cells to a 

sublethal environment (148, 198), by transfection of cell survival genes (199, 200) or by 

conditioning cells with pharmacological molecules to activate functional and protective cellular 

pathways (18, 20, 157, 158, 201). Pharmacological preconditioning with certain natural classes of 

antioxidants could be particularly interesting. Celastrol is a natural potent antioxidant extracted 

from the bark of the roots of Tripterygium wilfordii plant used in traditional oriental medicine for 

many pathologies such as autoimmune inflammation (202) and chronic diseases (159). Our team 

showed that a short burst treatment with celastrol protects cells against hypoxia and oxidative 

damage as found in ischemic tissues and increases cell paracrine competence with the enhanced 

expression and secretion of many potent bioactive factors (18, 201, 203). 

In this study, we demonstrate that combining both cell encapsulation and pharmacological 

preconditioning enhances the viability and the proangiogenic paracrine function of MSC in vitro 

and in vivo and could be used to improve the outcomes of cell therapy for ischemic diseases. 

3.3 Material and Methods 

3.3.1 Hydrogel Preparation 

The chitosan thermosensitive hydrogel is prepared by mixing an acidic solution of chitosan and a 

gelling agent solution [170] which were prepared as follows (Figure 1S). Chitosan (Kitomer, PSN 

326-501, Premium Quality, Mw 250 kDa, DDA 94%; Marinard Biotech) was purified [170] and 

solubilized at an initial concentration of 3.33% (w/v) in 0.1 N hydrochloric acid for 3 hours at 500- 

700 rpm (Heidolph RZR 2021). The chitosan solution was then autoclaved at 121°C for 20 min and 

stored at 4°C until experiments.  

The gelling agent (GA) solution is a combination of two weak bases, namely, sodium hydrogen 

carbonate (NaHCO3 SHC, Solon, OH, USA) and phosphate buũer (PB) (132). PB solution was 

prepared at 0.2 M and pH 8 by mixing sodium phosphate dibasic (SPD, Sigma-Aldrich, ON, CA) and 
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monobasic (SPM, Sigma-Aldrich, ON, CA) with volume ratio 0.932/0.068 in Milli-Q water. Then, 

SHC was solubilized in a PB solution and vortexed until complete solubilization. The GA solution 

(PB 0.2 M-SHC 0.375 M) was then sterilized by filtration through a 0.22 m˃ filter (Corning 

incorporated, NY, USA) and stored at 4°C until experiments. 

3.3.2 Cell culture 

The isolated bone marrow-derived rMSC from male Sprague Dawley (203) (Charles River, QC, 

Canada) were cultured with alpha minimum essential medium (alpha MEM, Gibco, USA) 

supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco, USA), while bone marrow-derived 

hMSCs (Lonza Inc., ON, Canada) were cultured with NutriStem XF (Biological Industries, Israel) 

supplemented with 0.6% CSM NutriStem XF Suppl. Cells were seeded at 6,600/cm2 density and 

cultured up to 90% confluence before experiments. Human umbilical vein endothelial cells 

(HUVEC: ATCC, ON, CA) were cultured with endothelial growth medium 200 (EGM) and 5% FBS, 

supplemented with 2% low serum growth supplement (LSGS, Life Technologies) at 9,000/cm2 

density. Before seeding of HUVEC, dishes were coated with porcine gelatin-type A (Sigma-Aldrich, 

Oakville, ON, Canada) diluted in sterile phosphate buũer saline (PBS1X, Sigma-Aldrich) for 2 hours. 

All experiments were carried out only with alpha MEM. Cells were used within passages 2 and 8 

for experiments. 

3.3.3 Pharmacological Preconditioning of Cells 

Cell preconditioning, also called pharmaco-optimisation (18) was carried out with celastrol 

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), according to the previously described method (203). 

Briefly, adhered cells (at 90% of the confluence) were stimulated for 1 hour with celastrol 1 M˃ 

(dissolved in DMSO 0.1% v/v) or vehicle (DMSO 0.1% (v/v)) at 37°C, 5% CO2 in alpha MEM 1% FBS. 

This concentration of celastrol was chosen following preliminary optimization assay performed 

on non-encapsulated cells coated by a 3 mm layer of hydrogel, as described in supplemental data 

(Figure 1 and 2 S). Cells were rinsed three times with alpha MEM 1% FBS and left to recover for 

4 hours at 37°C and 5% CO2 in alpha MEM 10% FBS, before encapsulation in the hydrogel. 
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               3.3.4 Preparation of MSC-Loaded Hydrogel 

Hydrogel preparation for cell encapsulation consisted of mixing a CH solution, GA solution, and 

cell suspension at the volume ratio 0.6, 0.2, and 0.2, respectively. The mixing was made in 2 

consecutive steps: first, mixing was done by 15 consecutive back-and-forth plunger passes 

between syringes filled with CH and GA solutions (132, 204). The preformed gel (still liquid at 

room temperature) was immediately mixed 15 times with the cell suspension. The final 

composition of the hydrogel was CH 2% (w/v)-SHC 0.075 M-PB 0.04 M. 

For in vitro studies, a volume of 200 ˃ L of hydrogel (containing 7× 105 cells) was deposited in 48-

well plates and left to gel for 3 minutes at 37°C, 5% CO2. Then, 500 ˃ L of complete alpha MEM was 

added on the top of the gel and the plates were further incubated at 37°C. The alpha MEM was 

renewed on day 4. As described below, cell viability and paracrine factor release were first studied. 

The proangiogenic properties were then directly assessed using a wounded HUVEC monolayer 

ŀǎǎŀȅ όάǎŎǊŀǘŎƘ ǘŜǎǘέύ ŀƴŘ ŎƻŎǳƭǘǳǊŜ ƻŦ I¦±9/ with encapsulated hMSC. All results were 

normalized to the vehicle-treated cells. 

3.3.5 In Vitro Cell Viability 

Cell viability was measured on days 1 and 7 on cells loaded in hydrogel (7× 105/200 L˃ of the 

hydrogel) and incubated in complete culture media (rMSC, hMSC). Cell viability in low serum 

culture media (alpha MEM 0.2% FBS) was also assessed, after 24 h of encapsulation as described 

above. For this, culture media were changed to low serum media culture (500 ˃ L of alpha MEM 

0.2% FBS) and cells were further incubated at 37°C, 5%CO2, for 3 days. All results were normalized 

to the vehicle-treated cells as 100%. Cell viability was first quantified by measuring the metabolic 

activity using alamarBlue assay (Biotium Inc., Fremont, CA, USA). Resazurin (10% (v/v)) was 

diluted in complete medium and incubated for 3 h before measurement of fluorescence 

emission at 560- 590 nm (BioTek Instruments Inc., Synergy 4, USA). Viability was also confirmed 

with live/dead assay (Life Technologies, ON, CA). Cells were incubated with serum-free alpha 

MEM containing 2 M˃ calcein AM and 5.5 M˃ homodimer ethidium at 37°C, 5% CO2, for 45 
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minutes. Pictures were taken with a fluorescence inverted microscope (Leica DMIRB) at 50x 

magnification. 

3.3.6 Paracrine Activity Assessment of Hydrogel-Encapsulated cells 

To assess paracrine release, conditioned media were obtained by incubating the hydrogel loaded 

with cells in low serum culture media (alpha MEM 0.2% FBS). For this, culture media were 

changed to low serum medium culture (500 L˃ of alpha MEM 0.2% FBS) and the cell-loaded 

hydrogel was further incubated at 37°C, 5% CO2, for 3 days. Paracrine activity assessment was 

carried out with ProcartaPlex multiplex immunoassay (ThermoFisher Scientific Inc., MA, USA) by 

measuring quantitatively proangiogenic protein concentrations (VEGFa, FGF2, and SDF-1 )h in 

the conditioned media. Cell viability in low serum media was also assessed, as described above. 

3.3.7 Scratch Test or Wound Healing Assessment 

To perform the scratch test, adhered HUVEC (15,000/well) were cultured overnight in 96-well 

plates (Essen BioScience, Inc.) previously coated with gelatin 1% for 2 hours. The next day, the 

HUVEC monolayer was scratched with a Woundmakerϰ (Figure 14 (a) Essen BioScience, Inc.). 

Plates were washed with PBS 1X. Conditioned media (alpha MEM0.2% FBS) from hydrogel-loaded 

CSM were centrifuged for 15 min at 1,300 rpm (to remove particles of hydrogel) and diluted 

at 50% (with a fresh alpha MEM 0.2% FBS). A volume of 50 ˃ L of conditioned media was 

added to each well. Plates were incubated at 37°C, 5%CO2, and images were taken every 2 hours 

for 24 hours with IncuCyteϰ ZOOM software (Essen BioScience, Inc). The rate of wound closure of 

HUVEC incubated in conditioned media from celastrol-pretreated hMSC was compared with 

conditioned media from vehicle-treated cells. Complete EGM200 was used as a positive control, 

while alpha MEM 0.2% served as a negative control. 

3.3.8 Coculture of HUVEC with Encapsulated hMSC 

Coculture of HUVEC with hMSC-loaded hydrogel was performed using Boyden chambers (Figure 

14 (b), Corning Inc., NY, USA). HUVEC (15,000/well; approximately 60% of the confluence) were 

left to adhere overnight in gelatin-coated 24-well plates. The next day, hMSCs were treated with 

celastrol or vehicle and incorporated into the hydrogel solution (as described above). A volume 
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of 200 ˃ L of hydrogel was introduced within the Boyden chambers and left to gel for 5 minutes 

at 37°C. The Boyden chambers were then transferred into the 24-well plates, and 2 mL of alpha 

MEM 0.2% FBS was added before further incubation at 37°C, 5%CO2. HUVEC growth was 

evaluated by comparing cell metabolic activity at 0 h, 24 h, and 48 h using resazurin. HUVEC 

incubated with complete EGM and alpha MEM 0.2% (in the presence of hydrogels without cells 

as hydrogel blanks) were used as positive and negative controls, respectively. 

 

Figure 14. ς  ((a) Initial wound of HUVEC monolayer made by the Woundmaker. (b) Schematic representation of the 

coculture of HUVEC with hydrogel-encapsulated hMSC seeded in a Boyden chamber. Both cells were incubated 

in alpha MEM 0.2% FBS). 

3.3.9 In Vivo Paracrine Functions 

A pilot in vivo study was carried out in compliance with guidelines from the Institutional Animal 

Protection Committee of the CRCHUM. First rMSC were preconditioned as described in Section 

3.3.3. Then, cells were trypsinated and stained with Vybrantϰ DID (1,1-dioctadecyl-3,3,3,3-

tetramethylindodicarbocyanine-4-chlorobenzene sulfonate salt) cell-labeling solution for 20 

min in serum-free media according to the manufacturer protocol (Life Technologies). Cells 

preconditioned by celastrol or vehicle were incorporated into the hydrogel solution as previously 

described (3× 106/200 L˃ of hydrogel), and both solutions were subcutaneously injected into the 

dorsum of 8 female Sprague Dawley rats (Charles Rivers) using a 23 G needle. A third injection 

consisted of the hydrogel without cells (control group). Labeled cell in vivo signal was measured on 

days 0 and 7 by fluorescence imaging (eXplore Optixϰ MX2 system, ART Advanced Research 

Technologies, Inc., Canada). The region of interest (ROI) was scanned using an excitation source 

at 670 nm with a spot size of 1.0 mm. 

On day 7, rats were euthanized, and gels were immediately excised, fixed in 10% formalin, and 
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embedded in paraffin. Histological sections of 6 ˃ m thickness were fixed on charged glass slides. 

Immunohistochemical staining for von Willebrand factor (vWF), and CD68 was carried out on 

paraffin-embedded formalin-fixed samples using the automated Bond RX staining platform from 

Leica (Biosystems, Australia). Sections were deparaffinized inside the immunostainer. Antigen 

recovery was conducted using the specific proprietary solution from Leica Biosystems: Heat-

induced Epitope Retrieval (ER) with ER1 low-ǇI ōǳũŜǊ ŦƻǊ /5су ƻǊ 9wн ƘƛƎƘ-ǇI ōǳũŜǊ ŦƻǊ Ǿ²C ŀǎ 

long as 20 minutes. Sections were then incubated with 150 L˃ of each primary antibody, VWF 

(MilliporeAB7356; 1-200) and CD68 (Abcam AB31630; 1-300), for 15 min at room temperature. 

Detection of specific signals was acquired by using Bond Polymer DAB Refine kit (DS9800, Leica 

.ƛƻǎȅǎǘŜƳǎύ ŀŎŎƻǊŘƛƴƎ ǘƻ ǇǊƻǾƛŘŜǊǎΩ recommendations. Slides were counterstained automatically 

with hematoxylin included in the detection kit. The thickness of the macrophage-rich layer 

(CD68+) was blindly measured at 3 ŘƛũŜǊŜƴǘ locations in the inflammatory area around the gels 

(large, medium, and small) with NDP view software, and an average was calculated. The neovessel 

density (vWF+ intensity) in the granulation tissue at the peri-gel area was scored by a pathologist 

(FA) who was blinded to experimental conditions. The scale spanned from + to +++ and was then 

classified into 2 ŘƛũŜǊŜƴǘ groups. Samples scored as +++ were categorized as high response and 

samples scored below +++ (+ and ++) were categorized as low response. 

3.3.10 Statistical Analysis 

Each experiment was performed at least in triplicate. N (number of repeated experiments) and n 

(total sample number) are indicated in each figure caption. All results are expressed in the mean 

± standard error of the mean (SEM). T-test and ANOVA (Statgraphics XVII) were used to determine 

the statistical diũerence between groups, with p values below 0.05 considered statistically 

significant. The fisher (F) and Kolmogorov-Smirnov test were used to compare the variances 

between groups and the normality of the analyzed data, respectively. Student T-test analyses 

were performed on data with a normal distribution, whereas a nonparametric Mann-Whitney 

test was performed on data that did not follow a normal distribution. Chi square (EZ SPSS) was 

used to analyze the scores of neovessel density between samples. 
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3.4 Results 

3.4.1 Eũect of Pharmacological Preconditioning on the Viability of Hydrogel-

Encapsulated MSC 

The preliminary proof of concept was performed with MSC (hMSC and rMSC) cultured in 2D 

and covered by a 3 mm thick hydrogel ƭŀȅŜǊΣ ǿƘƛŎƘ ƭƛƳƛǘǎ ƴǳǘǊƛŜƴǘ ŘƛũǳǎƛƻƴΦ tǊŜŎƻƴŘƛǘƛƻƴƛƴƎ 

with celastrol enhanced hMSC viability in a dose-dependent manner (see Figures 2S and 3 S in 

supplemental data). A single dose (1 ˃ M) was then chosen for further studies with cells 

encapsulated in 3D in the hydrogel. The efficacy of cell preconditioning was evaluated in 

complete and in low serum medium, first with rMSCs which are readily available and useful for 

preclinical studies. Results were then confirmed with hMSC, since these are used for in vivo 

tests. Figure 13 presents the metabolic activity of rMSC, treated with celastrol 1 ˃ M or the 

vehicle, encapsulated in the hydrogel, and incubated in complete medium (10% FBS), 

reported as the fluorescence signal (AUI). While there was no ǎƛƎƴƛŦƛŎŀƴǘ ŘƛũŜǊŜƴŎŜ ōŜǘǿŜŜƴ 

the two groups at day 1, the metabolic activity after 7 days was significantly higher for the 

celastrol-treated cells, with about 90% versus 36% of the initial value of the vehicle-treated 

cells at day 1 (Figure 15 (a), p < 0.05). This suggests that pharmacological preconditioning 

with celastrol 1 ˃ a ƘŀŘ ŀ ǎǘǊƻƴƎ ŜũŜŎǘ ƻƴ ƳŀƛƴǘŀƛƴƛƴƎ Ǿƛŀōƛƭƛǘȅ ƻŦ ŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘŜŘ ǊMSC. This was 

confirmed by live/dead assay at day 7 (Figure 13(b)). Results were confirmed in hMSC with 

maintenance of their metabolic activity at 75% versus 58% for celastrol and vehicle treated cells, 

respectively, on day 7 (Figure 15 (c)), p < 0.05). Live/dead assay confirmed these results (Figure 15 

(d)). 
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Figure 15. ς  (Celastrol increases viability of encapsulated CSM in normal medium: (a) metabolic activity at days 1 and 7 

of rat MSC preconditioned with celastrol 1 ɛM or vehicle (DMSO 0.1% v/v), mean ± SEM; b) live/dead pictures 

taken at day 7; n = 8, N = 3; (c) metabolic activity at days 1 and 7 of human CSM preconditioned with celastrol 1 

ɛM or vehicle, mean ± SEM, n = 14, N = 5; (d) live/dead pictures taken at day 7 (viable cells: green, dead cells: 

red, scale bar 200 ɛm); ֚ p < 0.05 versus the vehicle at the same time point). 

To verify the benefits of pharmaco-optimization in hydrogel-encapsulated hMSC placed in a 

nutrient-deficient environment, cells were incubated in low serum media (0.2% FBS). Cell 

metabolic activity was then assessed at days 2 and 4. The metabolic activity of cells 

preconditioned with celastrol 1 M˃ was increased by 27% and 56% compared to the vehicle-

treated hMSC at days 2 and 4, respectively (Figure 16 (a), p < 0.05). Moreover, the comparison of 

cell metabolic activity at days 2 and 4 showed that about 80% of celastrol-treated cells remained 

viable on day 4, compared to 64% for the vehicle-treated cells. Live/dead staining confirmed 

these results, showing a clear increase in the number of live cells in the celastrol group at day 4 
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(Figure 16 (b)). 

 

Figure 16. ς  (Celastrol increases the viability of encapsulated MSC in low serum media: (a) metabolic activity, at days 2 and 

4, of hMSC pretreated with 1 ɛM of celastrol or vehicle (DMSO 0.1% v/v), encapsulated in 200 ɛL of hydrogel, and 

incubated in low serum media; mean ± SEM, n = 7, N =3 ( p֚ < 0.05 versus the vehicle at each time point); (b) 

live/dead pictures taken at day 4 (viable cells: green, dead cells: red; scale bar = 200 ɛm)). 

 

Regeneration of damaged tissues by MSC therapy does require not only cell survival but also 

efficient paracrine activity in target tissues. Particularly in ischemic tissues, MSC paracrine activity 

is essential to promote neo-angiogenesis and subsequent tissue reperfusion. Therefore, the 

conditioned media from the hydrogel encapsulated hMSC in low serum were retrieved on day 4 

and used to measure the concentration and bioactivity of 3 main cytokines involved in the 

revascularization, cell migration, and proliferation, namely, VEGFa, SDF-1 ,h and FGF-2 (Figure 17). 

The concentrations of VEGFa and SDF-1ʰ were significantly increased for celastrol-pretreated 

hMSC, with a 3-fold (8885 ± 261 vs. 25479 ± 2331 pg/mL, p < 0.01) and 1.8-fold increase (1212 

± 116 vs. 2698 ± 276 pg/mL, p < 0.05) compared to the vehicle-treated cells, respectively. Despite 

ŀ ŎƭŜŀǊ ǘǊŜƴŘ ŦƻǊ ƛǘǎ ƛƴŎǊŜŀǎŜΣ ǘƘŜ ŘƛũŜǊŜƴŎŜ in FGF-2 content between the celastrol (68 ± 6 pg/mL) 

and vehicle- (41 ± 8 pg/mL) pretreated hMSC groups did not reach statistical significance (p = 0.26). 

Raw data of paracrine activities are found in supplemental data (Figure 4S). 
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Figure 17. ς  (Celastrol preconditioning increases the amount of angiogenic factors released by encapsulated hMSC: 

(a) VEGF-a (mean ± SEM, n Ó 6, N = 4); (b) SDF-1Ŭ (mean ± SEM, n Ó 12, N = 4); and (c) FGF-2 (mean ± SEM, 

n = 6, N = 3) concentrations in conditioned media of hydrogel-encapsulated hMSC on day 4 (֚ p֚ < 0.01 and ֚ p 

< 0.05; no significant diũerence between groups with FGF-2 (mean ± SEM, n = 6, N = 3). 

These data suggest that celastrol-treated hMSCs encapsulated in the chitosan hydrogel have 

enhanced proangiogenic bioactivity compared to vehicle-treated controls. The functional aspect 

of these results was validated in two in vitro assays, namely, scratch test experiments and 

HUVEC-hMSC coculture experiments. 

3.4.2 Eũect of Pharmacological Preconditioning on Paracrine Activities of 

Hydrogel-Encapsulated hMSC. 

Figure 18 presents the growth of HUVEC when cocultured with hydrogel-encapsulated hMSC, 

preconditioned with celastrol or vehicle. Paracrine activity of hMSC had a clear eũect on HUVEC 

as shown by increased HUVEC growth compared to the negative control (HUVEC in alpha MEM 
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0.2% FBS). (p < 0.05, Figure 16(a)). This eũect was further strengthened by celastrol 

preconditioning, with a 28% and 26% increase compared to the vehicle-treated cells after 24 and 

48 h respectively (p < 0.05), and cell growth reached levels similar to the positive control group of 

cells grown in complete media supplemented with serum and endothelial growth factors (EGM), 

while a significant diũerence between vehicle-treated cells and the positive control group was 

observed at 24 h and 48 h (p < 0.05). 

In the next experiment, a wound created on a HUVEC monolayer was incubated with conditioned 

media from celastrol- or vehicle-treated hMSC in order to assess the velocity of wound closure. 

Alpha MEM 0.2% FBS and EGM were used as negative and positive controls, respectively. Both 

conditioned media significantly increased wound closure compared to alpha MEM (Figure 18 (b), 

p < 0.05). However, wound closure in the celastrol group was accelerated compared to the vehicle 

group at each time point, and the diũerence reached statistical significance for the time points 

between 14 h and 22 h (p < 0.05). 

 

Figure 18. ς  (Celastrol preconditioning increases paracrine proangiogenic activity. (a) HUVEC growth when cocultured with 

hydrogel-encapsulated hMSC. Alpha MEM 0.2% FBS and EGM were used as negative and positive controls, 

respectively (mean ± SEM, n Ó 3, N Ó 2); ֚ p < 0.05 versus the vehicle at 24 h; ֚ p֚ < 0.05 versus the vehicle at 48 h; 

$p < 0.05 versus alpha MEM 0.2% FBS at 48 h. (b) Eũect of paracrine activity of hydrogel-encapsulated hMSC on 

wound closure; mean ± SEM, n Ó 9, N = 2; negative control: alpha MEM 0.2% FBS; positive control: EGM (֚p < 0.05 

versus the vehicle group at each time point). 
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 3.4.3 Paracrine Function Assessment In Vivo. 

hydrogel-loaded cells injected into rats, the fluorescence intensity emitted by the encapsulated, 

Vybrant-stained cells was measured immediately following injections and after one week. 

Fluorescence was expressed in percent of day 0 (Figure 19). From day 0 to day 7, the signal 

emitting from the celastrol-treated cell group is higher than that from the vehicle-treated cell 

group, with a 2.4- and 1.4-fold increase respectively on day 7, without however reaching 

statistical significance. 

 

Figure 19. ς  (Celastrol-treated hydrogel-encapsulated Vybrant-stained MSC display 2.4-fold higher retention compared 

to vehicle-treated MSC at day 7 (mean ± SEM, n = 8, N = 2). (b) Representative fluorescence imaging of Vybrant-

stained encapsulated MSC at 7 days; blank: hydrogel alone containing no cells; skin: no hydrogel or cells). 

Figure 20 shows a trend of ŀƴ ƛƳƳǳƴƻƳƻŘǳƭŀǘƛƻƴ ŜũŜŎǘ ƻŦ MSC with a reduced area of 

inflammatory cell presence in the peri-implant region compared to the control group containing 

no cells (see the transparent arrow). However, closer examination shows a trend of increasing 

macrophage infiltration in the peri-implant region by 8% and 21% with vehicle- and celastrol-

pretreated MSC, respectively, compared to the control condition (blank hydrogel). 

Table 9 presents the scores of neovessel density evaluated in the granulation tissue at the peri-

gel area. The scores were divided into low- and high-response groups. The score of neovessel 
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density in the peri-implant region of celastrol-treated CSM was highest (7 cases out of 8) followed 

by the vehicle-treated MSC (5 cases out of 8) and only 1 case out of 6 in the control group (gel 

ǿƛǘƘƻǳǘ ŎŜƭƭǎύΦ ¢ƘŜ ŘƛũŜǊŜƴŎŜ ōŜǘǿŜŜƴ ǾŜƘƛŎƭŜ ǘǊŜŀǘƳŜƴǘ ŀƴŘ ŎŜƭŀǎǘǊƻƭ-preconditioned cells did 

not reach statistical significance; however, only the celastrol-pretreated hMSC group showed 

significantly higher neovessel density compared to the control group (p = 0.008). Figure 21 

shows an illustration of representative images of neovessel density in the peri-implant region. 

See the details of the scoring in the supplementary data (Table 1S). 

 

Figure 20. ς  (Thickness of the macrophage-rich region around the implant on day 7. The control group was the 

hydrogel without cells. b) Representative images showing macrophage infiltrations in the peri-implant region 

for each treatment group; arrows (Ҹ ) illustrate the thickness of the macrophage-rich region (brown, CD68 

staining, scale bar 500 ɛm), and arrows (ӹ ) illustrate the total immune cell infiltrations in the peri-implant 

region). 

 

Score results 

Samples Low response (+,++) High response (+++)  
 
 
         ϝ t лΦлр 

Control 5/6 (83%) 1/6 (17%) 

Vehicle-CSM 3/8 (37%) 5/8 (63%) 

Celastrol-CSM 1/8 (12%) 7/8 (88%) 

Tableau 9. ς  (Score of neovessel density in the peri-implant region after 7 days.) 
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Figure 21. ς  (Representative images showing the increase of neovessel density with MSC in the peri-implant region 

(granulation tissue). Celastrol-treated MSC display the highest neovessel density. Arrows indicate neovessels 

following vWF staining (brown); scale bar 100 ɛm). 

3.5 Discussion 

Herein, we report that preconditioning MSC with celastrol for 1 hour prior to encapsulation 

within a chitosan hydrogel improves cell viability and proangiogenic paracrine activity as 

demonstrated through the increase of growth factor release, HUVEC proliferation, velocity of 

wound closure, and increase in neovessel number in the peri-implant region in vivo. 

These results are in line with our previous work on cells without hydrogel, showing that a short 

burst treatment of cells with celastrol protects against hypoxia and oxidative stress-induced 

death (18, 203). Protection was achieved by the activation of survival kinases, including pAKT 

and pERK and heat shock and antioxidant response pathways with HO-1 and HSP70 protein 

expression(201, 203), such rapid (1 h) and simple in vitro pretreatment prior to cell transfer 

could enhance the efficacy of various forms of cell therapies for ischemic diseases such as hind 

limb ischemia. 

Demonstration of the efficacy of celastrol on cells encapsulated in a 3D scaũold is interesting, since 

scaũolds are increasingly used to enhance the outcome of cell therapy. While simple cell 

injection with saline is known to lead to rapid cell loss through both migration and death (83, 205, 

206). Combining cells with an injectable scaũold can enhance cell retention and survival and shield 

cells from immune attack (83, 84, 195). The injectable thermosensitive chitosan hydrogel used in 
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this study combines several advantages for cell therapy and tissue engineering applications. It is 

liquid at room temperature and rapidly gels at body temperature with desirable mechanical 

properties and cytocompatibility. It has shown very promising results in vitro as a local delivery 

system of T lymphocytes for cancer immunotherapy (207) and for MSC (133).  

However, encapsulated cells can still ǎǳũŜǊ from the lack of oxygen and nutrients or from oxidative 

stress in the target tissues. In addition, in this hydrogel, as in most ǎŎŀũƻƭŘǎΣ cell survival can be 

impaired by several factors, such as mechanical stress during the encapsulation process, reduced 

Řƛũǳǎƛƻƴ ƻŦ ƴǳǘǊƛŜƴǘǎ ŀƴŘ ƻȄȅƎŜƴ ǿƛǘƘƛƴ ǘƘŜ ƘȅŘǊƻƎŜƭ [8], or limited cell-ǎŎŀũƻƭŘ ƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ, 

which could lead to anoikis (2, 208). Our results show that celastrol significantly protects 

encapsulated bone marrow-derived MSC viability and further work will be required to determine 

the mechanisms contributing to this observation. 

In addition to increasing cell viability, this study showed that preconditioning by celastrol also 

increases MSC paracrine function. This key feature for ŜũŜŎǘƛǾŜ cell therapy has involved 

proangiogenic, anti-inflammatory, and antiapoptotic cytokines (193, 209). In the case of ischemic 

diseases, proangiogenic paracrine activities contribute to wound healing by initiating cell 

proliferation, migration, and maturation for tissue revascularization (65, 210, 211). Celastrol 

treatment was shown to significantly increase VEGFa and SDF-1  hrelease, whereas the stimulated 

release of FGF-2 was also increased by celastrol; however, the ŘƛũŜǊŜƴŎŜ did not reach statistical 

significance compared to the vehicle treatment group. It is important to mention, however, that 

this trend for FGF2 should not equate to a lack of functional significance considering that these 

experimental observations were made at a given time point, whereas in a translational situation, 

the combination of increased cell lifetime and paracrine stimulation over a sustained period of 

time may lead to significant benefits. VEGFa, SDF-1 ,h and FGF2 factors measured in the present 

study are responsible for angiogenesis, proliferation, migration, expressions of adhesion protein, 

and extracellular matrix reconstruction (41, 42, 212) and are involved in initiating tissue repair and 

reperfusion following ischemia (211, 213, 214). The celastrol-stimulated increase in released 

factors observed in the present study may be partly due to the enhanced cell viability within the 

hydrogel. However, the higher level of VEGFa release (3.0-fold) compared to the increase in cell 

viability (1.6-fold) supports enhanced production and/or release stimulated by celastrol and 
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independently of cell number maintenance. Further studies are required to elucidate the 

important mechanism of enhanced paracrine factor production and release stimulated by 

celastrol. 

Many studies have successfully improved the paracrine functions of MSC by exposing them to 

sublethal environmental stress (215-217) or by modifying or transfecting cell survival genes(199, 

200). Cell preconditioning with celastrol has the advantage to trigger the synthesis pathways of 

proangiogenic and cytoprotective growth factors mimicking the ischemic environment (18). This 

ƳƛƎƘǘ ŀƭƭƻǿ ŀ ǊŀǇƛŘ ǘƘŜǊŀǇŜǳǘƛŎ ŜũŜŎǘ ǿƘŜƴ ǘǊŀƴǎǇƭŀƴǘŜŘ ƛƴǘƻ ƛǎŎƘŜƳƛŎ ǘƛǎǎǳŜΦ ¢ƘŜ ōŜƴŜŦƛǘ of 

celastrol on the proangiogenic activity of encapsulated MSC was confirmed in the in vitro models 

herein. The observed benefits were greater in the HUVEC growth model, probably due to the 

continuous stimulation of MSC in the coculture model, while in the wound healing model, the 

MSC-conditioned medium was harvested at a particular time point and conserved prior to its 

addition to media that was overlaid on the wounded HUVEC monolayer. Based on these 

promising in vitro results, the MSC-loaded gel was also tested in the rat subcutaneous model. An 

increase in neovessel density was observed in the periphery of the implant 7 days after injection 

of the hydrogel containing celastrol-treated MSC compared to the control (gel-only) condition. 

This said, statistical significance was not reached when comparing neovessel density of the 

celastrol-treated MSC compared to the vehicle-treated MSC possibly due to the limited number 

of animals in each group and the single time point of observation at 7-day post-implantation. 

Moreover, the number of neovessels around the implanted hydrogel does not allow to conclude 

about their ability to reperfuse ischemic tissues. 

To ensure optimal cell viability and release of proangiogenic factors and rapid vascularization of 

the implant in the target tissue, the hydrogel can also be created under the form of microbeads 

that ensure better diũusion of oxygen, nutrients, and secreted factors, as recently demonstrated 

by our team (218). This format could also promote the formation of a vascularized network. 

Several methods have been developed to optimize cell survival and function in scaũolds,  

including scaũold modification with extracellular matrix proteins (84, 195, 219, 220) or addition 

of bioactive agents (204, 221). Although interesting, these approaches could aũect the 

mechanical and physicochemical properties of the scaũold (204). The advantage of the present 
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method is that it could be applied on any scaũold and possibly on a variety of cell types, as 

suggested by our previous work (18, 203). Another advantage is the short duration of the cell 

preconditioning treatment is the possibility to completely wash out celastrol before cell 

encapsulation in the pre-hydrogel solution. 

3.6 Conclusion   

In this study, we demonstrated that simple and rapid pharmacological preconditioning of MSC with 

low doses of celastrol significantly enhances the viability and paracrine function of cells 

encapsulated in an injectable thermosensitive hydrogel. This strategy could be applied using 

diũerent kinds of scaffolds, cell types, conditioning molecules, and compound combinations. Our 

next step will be to demonstrate the benefit of cell preconditioning and encapsulation in cardiac 

and hind limb ischemia/reperfusion injury preclinical models. Altogether, combining cell 

encapsulation and pharmacological preconditioning is a promising strategy to enhance MSC 

survival, retention, and therapeutic function in order to improve outcomes of cell therapy and 

regenerative medicine applications. 
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3.8 Supplementary Materials 

 
Figure 1S: (Schematic overview of hydrogel preparation. Adapted from Alinejad et al., international journal of 

biological macromolecules. 2018.) 

 
Figure 2S: (Preliminary assay to determine the optimum celastrol concentration for cell preconditioning with 

hMSC : MSC cultured in 24-well plates for 24 hours were treated with celastrol at various concentrations (0, 1 ˃ M, 
and 10 nM), coated with 500 ˃ L of blank hydrogel (3 mm thickness) and incubated with alpha MEM for 48 hours. (a) 

Viability of hMSC preconditioned with 10 nM (10-8) or 1 ˃ M (10-6) of celastrol and covered with a 3 mm hydrogel 
layer for 48 h. Mean ± SEM, n = 6, N=2 ( pz < 0.05); (b) live/dead pictures (viable cells: green, dead cells: red), scale 

bar 200 ˃ m). 
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Figure 3S: (Preliminary assay to determine the optimum celastrol concentration for cell preconditioning with rMSC . 

((a) viability of rMSC preconditioned with 10 nM (10-8) or 1 ˃ M (10-6) of celastrol or vehicle (DMSO 0.1% v/v) 
and covered with a 3 mm hydrogel layer for 48 h. Mean ± SEM, n = 6, N =2 ( pz < 0.05). (b) Live/dead pictures 

(viable cells: green, dead cells: red), scale bar 200 ˃ m).  

 

 
Figure 4S: (Celastrol preconditioning increases the amount of angiogenic factors released by encapsulated hMSC A) 
VEGF-a (mean ± SEM, n җ 6, N= 4), (B) SDF-1  h (mean ± SEM, n җ 12, N = 4), and (C) FGF-2 (mean ± SEM, n = 6, N = 3) 
concentrations in conditioned media of hydrogel encapsulated hMSC on day 4. Table 1S: raw data scores of neovessel 

density in the peri-implant region. 
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Samples Control-CSM Vehicle-CSM Celastrol-CSM 

Rat1 /  +++ + 

Rat2 ++ ++ +++ 

Rat3 ++ +++ +++ 

Rat4 ++ ++ +++ 

Rat5 +++ +++ +++ 

Rat6 + ++ +++ 

Rat7 /  +++ +++ 

Rat8 ++ +++ +++ 

Table 1S Raw data scores of neovessel density in the peri implant region 
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Chapitre 4 ς Article 2 : Injectable, cryopreservable 
mesenchymal stromal cell-loaded microbeads for pro-

angiogenic therapy: in vitro proof-of-concept 

 

Introduction : Les travaux ci-dessus ont montré le potentiel du préconditionnement pour 

ŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŜƳŜƴǘ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘŜǎ /{a Řŀƴǎ ǳƴ ƘȅŘǊƻƎŜƭ 

volumique thermosensible de chitosane in vitro et dans un modèle animal sain. Bien que ces 

réǎǳƭǘŀǘǎ ǎƻƛŜƴǘ ǇǊƻƳŜǘǘŜǳǊǎΣ ƛƭǎ ǇƻǳǊǊŀƛŜƴǘ şǘǊŜ ŜƴŎƻǊŜ ƻǇǘƛƳƛǎŞǎΦ [Ωǳǘƛƭƛǎŀǘƛƻƴ hydrogel 

volumique ǇŜǳǘ ƭƛƳƛǘŜǊ ƭΩŀŎŎŝǎ ŀǳȄ ƴǳǘǊƛƳŜƴǘǎ Ŝǘ Ł ƭΩƻȄȅƎŝƴŜΣ Ŝǘ former une barrière physique à 

la vascularisation du tissu ischémique (122). Ce format ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ƴƻƴ Ǉƭǳǎ ŀŘŀǇǘŞ pour la création 

ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŀōƭŜ Ŝǘ ƛƴƧŜŎǘŀōƭŜ ǇǊşǘ Ł ƭΩŜƳǇƭƻƛΦ 

Pour résoudre ces limitations, le travail suivant développe un produit cellulaire à base de 

ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎΦ /Ŝǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ǇŜǳǾŜƴǘ ŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭΩŀŎŎŝǎ ŀǳȄ ƴǳǘǊƛƳŜƴǘǎ Ŝǘ Ł ƭΩƻȄȅƎŝƴŜ Ł ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩşǘǊŜ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŀōƭŜǎ Ŝǘ ƛƴƧŜŎǘŀōƭŜǎΦ tŀǊ ŀƛƭƭŜǳǊǎΣ ŎŜǘǘŜ Şǘude montre 

ƭΩƛƴŦƭǳŜƴŎŜ ŘŜ ŎƻƳǇƻǎƛǘƛƻƴ Řǳ ōƛƻƳŀǘŞǊƛŀǳ ǎǳǊ ƭŀ ǎǳǊǾƛŜ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎΦ bƻǳǎ 

ǎƻǳƭƛƎƴƻƴǎ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ ƭΩƛƳǇƻǊǘŀƴŎŜ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǇƻǳǊ ŀƳŞƭƛƻǊŜǊ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ 

proangiogénique des CSM encapsulées in vitro. 

Ces travaux ont été publiés dans le journal «Biomedical Materials» Volume 20 (2025) 015041, 

https://doi.org/10.1088/1748-605X/ad9af1 

/ƻƳƳŜ ŎƻƴǘǊƛōǳǘƛƻƴ ƻǊƛƎƛƴŀƭŜΣ ƧΩŀƛ ŘŞǾŜƭƻǇǇŞ ƭŜ ǇǊƻǘƻŎƻƭŜ ŘŜ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘŜ 

ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ Ŝǘ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ǇŀǊ ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴΦ WΩŀƛ ŎƻƴǘǊƛōǳŞ Ł ƭŀ ŎŀǊŀŎǘŞǊƛǎŀǘƛƻƴ 

ǊƘŞƻƭƻƎƛǉǳŜ Ŝǘ ƳŞŎŀƴƛǉǳŜ ŘŜǎ ƘȅŘǊƻƎŜƭǎΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩŁ ƭΩŞǾŀƭǳŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŜǳǊ ƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞΦ WΩŀƛ ǇŀǊǘƛŎƛǇŞ 

ŀǳȄ ǘŜǎǘǎ ŘŜ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘΣ ŘŜ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŀǘƛƻƴΣ ŘΩŞǾŀƭǳŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǾƛŀōƛƭƛǘŞΣ ŘŜ ŘƻǎŀƎŜ ŘŜǎ 

ŦŀŎǘŜǳǊǎ ǇŀǊŀŎǊƛƴǎ ǊŜƭŀǊƎǳŞǎ Ŝǘ ŘΩŞǾŀƭǳŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŀƭƛǘŞ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎΦ WΩŀƛ 

analysé tous les résultats et ƧΩŀƛ ǊŞŘƛƎŞ ƭŜ ƳŀƴǳǎŎǊƛǘ ƻǊƛƎƛƴŀƭΦ 

Voici les rôles joués par chacun des coauteurs : 

https://doi.org/10.1088/1748-605X/ad9af1
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Inès Hamouda : 9ƭƭŜ ǎΩŜǎǘ ƛƳǇƭƛǉǳŞŜ Řŀƴǎ ƭΩŞǘǳŘŜ ǊƘŞƻƭƻƎƛǉǳŜ Ŝǘ ƳŞŎŀƴƛǉǳŜ ŘŜǎ ƘȅŘǊƻƎŜƭǎΣ ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ŘŜǎ 

données et la révision du manuscrit. 

Corinne Hoesli : EƭƭŜ ŀ ŀǇǇƻǊǘŞ ǎƻƴ ŜȄǇŜǊǘƛǎŜ ǎǳǊ ƭΩŞƭŀōƻǊŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ƳŞǘƘƻŘŜǎ ŘŜ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ 

microbilles, ainsi que sa contribution pour la révision du manuscrit. 

Nicolas Noiseux : Lƭ ŀ ŀǇǇƻǊǘŞ ǎƻƴ ŜȄǇŜǊǘƛǎŜ Řŀƴǎ ƭΩŞƭŀōƻǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘŜ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ 

ainsi que dans la révision du manuscrit. 

Shant Der Sarkissian : /ƻǎǳǇŜǊǾƛǎŜǳǊ ŘŜ ƭΩŞǘǳŘŜΣ ƛƭ ŀ ǎǳǇŜǊǾƛǎŞ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ expériences, coordonné 

ƭΩŀƴŀƭȅǎe des résultats, puis effectué une relecture et révision complète du manuscrit. 

Sophie Lerouge : Superviseure ǇǊƛƴŎƛǇŀƭŜ ŘŜ ƭΩŞǘǳŘŜΣ ŜƭƭŜ ŀ ŦƛƴŀƴŎŞ ƭΩŜƴǎŜƳōƭŜ ŘŜǎ ŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜǎ ŘŜ 

ƭΩŞǘǳŘŜ ŀƭƭŀƴǘ ŘŜ ƭΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ǇǊƻǘƻŎƻƭŜǎ ŘŜ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎΣ ŘŜǎ ŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎ 

et cryopréservation. Elle a coordonné ƭΩŀƴŀƭȅǎŜ ŘŜǎ ŘƻƴƴŞŜǎ et effectué la révision complète du 

manuscrit.
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4.1 Résumé  

Despite their recognized potential for ischemic tissue repair, the clinical use of hMSC is limited 

by the poor viability of cells after injection and the variability of their paracrine function. In this 

study, we show how the choice of biomaterial scaffolds and the addition of cell preconditioning 

treatment can address these limitations and establish a proof-of-concept for cryopreservable 

hMSC-loaded microbeads. Injectable microbeads in chitosan, chitosanςgelatin, and alginate 

were produced using stirred emulsification to obtain a similar volume moment mean diameter 

(D[4,3] Ḑ 500 µm). Cell viability was determined through live/dead assays, and vascular 

endothelial growth factor (VEGF) release was measured by ELISA. Proangiogenic function was 

studied by measuring the wound closure velocity of human umbilical vein endothelial cells 

(HUVEC) co-cultured with MSC-loaded microbeads. The effect of freezeςthawing on 

microbeads morphology, porosity, injectability and encapsulated MSC was also studied. hMSC-

loaded chitosan-based microbeads were found to release 11-fold more VEGF than alginate 

microbeads (p < 0.0001) and chitosanςgelatin was chosen for further studies because it 

presented the best cell viability. Preconditioning with celastrol significantly enhanced the 

viability (1.12-fold) and VEGF release (1.40-fold) of MSC-loaded in chitosanςgelatin microbeads, 

as well as their proangiogenic paracrine function (1.2-fold; p < 0.05). In addition, 

preconditioning significantly enhanced the viability of hMSC after 1 and 3 days in low-serum 

medium after cryopreservation (p < 0.05). Cryopreserved hMSC-loaded microbeads 
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maintained their mechanical properties, were easily injectable through a 23G needle, and kept 

their paracrine function, enhancing the proliferation and migration of scratched HUVEC. This 

study shows the advantage of chitosan as a scaffold material and concludes that chitosanς

gelatin microbeads with celastrol-preconditioned cells form a promising off-the-shelf, 

cryopreservable allogenic MSC product. In vivo testing is required to confirm their potential in 

treating ischemic diseases or other clinical applications. 

 

4.2 Introduction 

Ischemic diseases, characterized by reduced blood supply to organs and tissues, represent a 

serious health condition that includes myocardial infarction, stroke, and peripheral artery 

diseases, such as critical limb ischemia (24, 222) . The therapeutic potential of hMSCs in these 

diseases is now well recognized, and several studies have demonstrated their ability to promote 

tissue repair and angiogenesis (223). However, the clinical outcomes of hMSCs are still limited by 

challenges such as poor cell viability and retention as well as large variability in their paracrine 

function (53, 85). 

Cell delivery through a hydrogel scaffold can protect cells and enhance their retention and 

paracrine functions in the target tissues. Several studies have explored cell encapsulation 

techniques for enhancing the viability, retention, and functional delivery of therapeutic cells (9, 

84). Microencapsulation offers a particularly promising approach to protect and sustain the 

functions of hMSCs (21, 141). Compared with larger scaffolds, microbeads allow better diffusion 

of oxygen and nutrients to the encapsulated cells, which is required for survival and functional 

performance (122). Microbeads also lead to a faster release of proangiogenic cytokines produced 

by cells (218). Moreover, while a bulk hydrogel may form a physical barrier to vascularization, 

the microbead format allows a newly formed vascularized network to pass between the 

microbeads. Finally, this format can be used to create a storable and ready-to-use allogenic 

product of microencapsulated cells for easier clinical transfer. 
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Despite these potential advantages, to the best of our knowledge, microbead-form cellular 

products lack good viability, paracrine function, or easy clinical transferability. Alginate is the most 

common biomaterial for cell microencapsulation in the literature, thanks to its rapid gelation in 

contact with Ca2+ ions (172, 178). However, ŀƭƎƛƴŀǘŜΩǎ poor cell-adhesive properties, non-

biodegradability, and mechanical instability in the presence of chelators are strong limitations. 

Chitosan thermosensitive hydrogels are a good alternative for cell encapsulation and eventual 

release from the material (218, 224) because of their biodegradability, biocompatibility, porosity, 

and gentle temperature-dependent physical gelation without a crosslinker (120, 132, 133). 

Because chitosan cell-adhesive properties are also limited, blending the polymer with extracellular 

matrix components, such as gelatin, can help increase the viability and paracrine function of the 

cells (143, 225, 226). The impact of scaffold composition on the efficacy of MSC-laden products 

has not been extensively studied. Moreover, the feasibility of freeze/thawing must be confirmed, 

as this process may have an impact on cell viability, microbead morphology, and mechanical 

properties (178, 227, 228). 

The main objective of this study was to develop an injectable, cryopreservable, hMSC-loaded 

product with optimized properties to enhance the pro-angiogenic potential of MSC, a critical factor 

for promoting the revascularisation in ischemic tissues. We explored the use of chitosan (CH), 

chitosanςgelatin (CHςGel), and alginate (ALG) as primary materials for microbead formation by 

stirred emulsification (SE) and investigated the impact of the material choice on the mechanical 

properties, morphology, injectability, survival, and functional proangiogenic efficacy of 

encapsulated hMSC. We demonstrate the advantages of chitosan-based scaffolds in terms of 

proangiogenic function and establish the proof of concept of cryopreservable CHςGel 

microspheres. We also show the potential of cell preconditioning by celastrol, a natural compound 

extracted from the root of the medicinal plant Thunder God Vine, tripterygium wilfordii (159, 160) 

to enhance the efficacy of this cellular product. 

4.3 Material and methods 

4.3.1 Material 

Chitosan from shrimp shells (ChitoClear HQG 110, 43 010, Mw 150ς250 kDa, 89% degree of 
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deacetylation) was procured from Primex, Iceland. Chemical reagents including sodium 

phosphate monobasic (NaH2PO4 SPM), sodium phosphate dibasic (Na2HPO4 SPD), sodium 

alginate from brown algae (MKBZ4415V, Mw 12ς40 kDa, viscosity 5.0ς40.0 cps), gelatin porcine 

skin type A (G1880), bovine serum albumin (BSA 7.5% w/v, A8412), calcium carbonate (CaCO3), 

and HEPES, were acquired from Sigma- Aldrich, Oakville, ON, Canada. Sodium hydrogen 

carbonate (NaHCO3) was purchased from MP Biomedicals (Solon, OH, USA). Light mineral oil 

(Parafilm oil light, O-121-1), minimum essential medium alpha (aMEM) glutamax (1X), fetal 

bovine serum (FBS), hydrochloric acid (HCl), and Eosin Y were sourced from ThermoFisher 

Scientific (ON, Canada). Nutristem XF medium and supplements were obtained from Biological 

Industries (Israel). Bone marrow hMSC and human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) 

were procured from Lonza (ON, Canada) and Cell Applications (SD, US), respectively. Toluidine 

blue, Plasmalyte A (Baxter), and acetic acid (ACROS, CA) were also used in this study. Cell culture-

treated T175 and T75 flasks were used for cell culture (Sarstedt, Germany). Cell culture inserts 

with 0.4 µm PET track-etched membrane (Falcon, USA) were used for coculture experiments. 

4.3.2 Hydrogel formulation 

All solutions used for hydrogel preparation were autoclaved (15 min at 121 C) and stored at 4 C 

prior use, except when indicated. 

4.3.2.1 Alginate 

ALG hydrogels were prepared by mixing the sodium alginate solution (at 2.22%w/v in HEPES buffer) 

with calcium carbonate suspension (0.05 g mlҍ1 in HEPES buffer) and aMEM supplemented with 

10% BSA without cells. The ratio (%vol) of alginate, calcium carbonate, and medium was 90:5:5. 

The final concentration of alginate was 2% w/v. This suspension gels in contact with the acidified 

oil (see section 4.3.5). 

4.3.2.2 Chitosan 

CH hydrogel was obtained by mixing a) an acidic CH solution (at 2.67%w/v in 0.12 M hydrochloric 

acid) with b) a mixture of NaHCO3 and phosphate buffer (PB, made from sodium dibasic and 

monobasic phosphate in milliQ water at pH 8), and immediately after, with c) aMEM 
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supplemented with 10% BSA (w/wo cells) (229). The NaHCO3/PB solution was sterilized using a 

0.22 µm filter. The ratio (%vol) of the three solutions was 60:20:20 with final CH concentration 

1.6%w/v, 0.01 M PB, and 0.075 M of NaHCO3. This thermosensitive solution gels at 37 C (see 

section 4.3.5). 

4.3.2.3 Chitosan-gelatin 

Chitosanςgelatin (CHςGel) hydrogel was prepared following the same procedure as for CH 

hydrogels; CH and Gel were initially dissolved in a hydrochloric acid solution (0.12 M). The final 

concentration of gelatin was 2% w/v and chitosan 1.6%w/v. 

4.3.3 Rheology 

The rheological properties of the CH and CHς Gel solutions and final hydrogels were assessed 

using an MCR301 rheometer (Anton Paar, Germany) equipped with a 25 mm parallel-plate (1 mm 

gap size). The viscosity of the solutions as a function of temperature (10 C ς 40 C) was assessed 

in rotational mode at a constant shear (1 sҍ1). Gelation kinetics of the hydrogels, just after mixing 

solutions a,b,c as described in section 4.3.2.2, were monitored by recording the evolution of the 

storage (G) and loss (G ) moduli within the viscoelastic range, in oscillatory mode at constant 

frequency (1 Hz) and deformation amplitude (1%) over a 10 h period. Initially, the temperature 

was set at 22 C for 10 min to assess stability at room temperature (RT), then quickly raised to 37 

C to mimic an injection into warm oil for gelation. To prevent evaporation, a thin layer of low-

viscosity paraffin oil was added to the sample prior to each oscillatory measurement. The 

rheological curves presented in the results section are representative data for each measurement 

and are not averaged values, unless specified. The supplementary information (Figure 5S) contains 

the curves of all the replicates. 

4.3.4 Compression 

The mechanical properties of each hydrogel were studied by unconfined compression tests 

using a MACH-1ϰ Micromechanical System (Biomomentum, Laval, Canada) equipped with a 

100 N load cell. In brief, 300 µl of hydrogel, as described in section 4.3.2.2, was molded into 

cylinders (diameter of 8.6 mm and 7 mm in height) and underwent compression until reaching a 
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nominal strain of 80% at a rate of 100% per minute. The nominal stress was calculated based on 

the applied force and initial cross-sectional area of the sample and then plotted as a function 

of the nominal strain. The elastic modulus was determined from the slope of the linear 

regression within 0%ς20% of strain. 

4.3.5 Microbeads fabrication 

The microbeads were fabricated by adapting the procedures described by Alinejad et al (218) and 

Hoesli et al (135). Briefly, the temperature, stirring rate, and stirring duration were optimized 

to generate microbeads of similar volume-weighted mean diameter (D [4,3]) for all formulations. 

CH or CHςGel formulations were added dropwise into preheated mineral oil at 37 C in 100 ml 

spinner flasks (BellCo Glass Inc., USA) using an 18 G needle syringe, and stirred at rotation speeds of 

700 and 500 rpm, respectively, for 3 min. The speed was then reduced to 200 rpm for 7 min to 

complete gelation and to avoid damaging the gelled beads. Afterwards, HEPES buffer was added, 

prior to centrifugation (1 min at 377x g), and the collected microbeads were washed with HEPES 

buffer. 

ALG microbeads were obtained by injecting the alginate formulation (as prepared in section 

4.3.2.1) in mineral oil at RT under stirring (400 rpm) for 3 min. Acidified mineral oil (0.22%v/v acetic 

acid mixed into the oil by vortexing shortly before the process) was then added to the mixture 

and stirred (200 rpm) for additional 7 min. Microbeads were collected following the same 

procedure as for the CH and CHςGel microbeads. 

4.3.6 Microbeads characterization 

4.3.6.1 Size distribution 

The size distribution and D[4,3] (230) of empty microbeads were determined. In brief, microbeads 

were stained by incubating overnight in a HEPES buffer solution containing 0.04% (v/v) of either 

eosin (5 g lҍ1, for CHς and CHςGel) or Toluidine Blue (5 g lҍ1, for ALG) to induce image contrast. 

Two images of the microbeads at different locations were captured using an optical microscope 

at 6.3x magnification (Olympus, Canada), before analysis using the Cell ProfilerTM software (version 

3.19). 
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4.3.6.2 Injectability 

Injectability tests were performed by injecting the prepared microbeads (3-fold dilution in HEPES) 

using a 23 G needle (internal diameter of 337 µm). The shape and morphology of the microbeads 

before and after injection were imaged at four different locations under a brightfield microscope 

(40x magnification, Leica DM LB2). The percentage of damaged microbeads was quantified. 

4.3.6.3 Mechanical characterization of microbeads 

The mechanical properties of empty CH and ALG- based microbeads were assessed in MilliQ water 

at RT using a MicroSquisher with SquisherJoy software (CellScale, Canada). Owing to the difference 

in the maximum force reached during testing, a 406 µm microbeam was employed for CH-based 

microbeads, while a 202 µm microbeam was used for ALG. Compression cycles consisted of 80% 

deformation over 60 s loading, followed by a 20 s hold phase and a 60 s recovery phase. The 

testing ceased upon bead rupture. The maximum compressive force and deformation at rupture 

were measured on individual microbeads (n  12). 

4.3.6.4 Microbeads structural network 

The microbead structural network was qualitatively observed on histological slides using the 

Aperio ImageScope software (Leica Biosystems). Microbeads were washed with phosphate 

buffered saline (PBS) and fixed in 10% formalin for 5 min at RT prior to be embedded in 

Histogelϰ (Thermo Scientific). The samples were then embedded in paraffin, sliced (4 µm), 

and stained with Hematoxylin and Eosin. 

4.3.6.5 Gelatin release assessment 

The release profile of gelatin from CHςGel microbeads was evaluated by colorimetric test using 

the Pierce BCA protein assay kit (Thermo Fisher). In brief, 500 µl of microbead suspension was 

immersed in 2000 µl of PBS 1X in Falcon® tubes (Sarstedt CA) at 37 C, or 4 C for the control 

group. At predetermined time points (1 h, 4 h, 24 h, 3 and 7 d), a 100 µl of the medium was 

collected for gelatin release analysis and replaced with fresh PBS. Absorbance was measured at a 

wavelength of 562 nm using a spectrophotometer (VarioSkan Multimode, Thermofisher), and the 

gelatin concentration was determined from a calibration curve. 
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4.3.7 Cell bioactivity 

4.3.7.1 Cell culture and encapsulation 

Bone marrow-derived hMSCs were cultured in Nutristem medium (6,600 cells cmҍ2) 

supplemented with 0.6%(v/v) nutrient growth factor supplement in T175 flasks (Sarstedt, 

Germany) until 90% confluence. HUVECs were cultured in endothelial cell growth-2 medium 

(PromoCell® CA) supplemented with 0.4%(v/v) growth factor at a density of 9000 cells cmҍ2 in 

T75 flasks to the same level of confluence. These cells were detached using a trypsin- EDTA solution 

and centrifuged at 377 × g for 5 min, (hMSCs) or 42 × g for 5 min (HUVECs). hMSCs suspension at 5 

million cells mlҍ1 in aMEM supplemented with 10 %BSA was prepared to obtain hydrogels loaded 

with 1 million cells mlҍ1 after preparation as described in 4.3.2. HUVEC were used for the wound 

healing tests (section 4.3.7.4). 

4.3.7.2 Cell  preconditioning 

Cell preconditioning with celastrol was conducted as previously described (229). Briefly, hMSCs 

were incubated 1 hour with celastrol at concentrations of 0.1 and 1 µM, and DMSO (0.1% v/v) as 

a vehicle in aMEM supplemented with 1% FBS. The cells were subsequently rinsed three times 

with aMEM containing 1% FBS and then incubated for an additional 4 h in complete aMEM media 

(10% FBS) prior to encapsulation in the hydrogel. 

4.3.7.3 Cell viability 

Cell viability was determined using a live/dead assay (Thermo Fisher, CA, USA) on days 0, 1, 4, and 

7. The microbeads were incubated with 2 µM calcein and 5.5 µM ethidium homodimer in 

serum-free MEM for 45 min. Live and dead cells were visualized using an inverted fluorescence 

microscope at 50x magnification (Leica DM IRB). Cell quantification was performed using the 

ImageJ software. 

4.3.7.4 Paracrine activity 

The paracrine proangiogenic activity of cell-loaded microbeads was evaluated by measuring 

vascular endothelial growth factor (VEGF) release as well as by co-culturing them with a wounded 

layer of HUVEC (scratch test assay). 
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For VEGF release, microbeads were incubated in low-serum media and on days 4 and 7, VEGF was 

measured in the supernatant using the Quantikine ELISA Human VEGF Immunoassay (Bio-techne) 

ŀŎŎƻǊŘƛƴƎ ǘƻ ǘƘŜ ƳŀƴǳŦŀŎǘǳǊŜǊΩǎ ǇǊƻǘƻŎƻƭΦ 

For the coculture test, encapsulated hMSCs (preconditioned or not)) were first cultured for 4 d in 

complete media. Two days before coculture, HUVECs were seeded at 38 800 cells cmҍ2 in the bottom 

of 24 well plates (CorningTM) and grown to 100% confluence in complete endothelial cell growth 

medium 2. The cross-shaped wounds (Figure 24 (D)) were created in each well using a 200 µl 

pipette tip. Concurrently, encapsulated hMSCs were suspended in the basal endothelial cell 

growth medium supplemented with 1%FBS at a 1:1 volume ratio. A volume of 200 µl of the 

microbead suspension was introduced into each Boyden Transwell (Falcon®) and 500 µl of the 

same medium was introduced into each Boyden Transwell and at the bottom of each well plate. 

The negative control consisted of HUVECs in low serum medium (1%FBS) with cell-free hydrogel 

in the Transwell, whereas the positive control was HUVECs in complete medium with cell-free 

hydrogel. Imaging was performed at various time points (0, 4, 8, 24, 32, and 48 h) using 40x 

magnification brightfield microscopy (Leica DM LB2) to assess the wound closure velocity. 

4.3.7.5 Cryopreservation 

The impact of different freezing media on the hMSC- loaded microbeads was investigated (Table 

10). We compared combinations of BSA with aMEM or plasmalyte (PLA), all supplemented with 

10 %v/v DMSO (176, 231). Cell-loaded microbeads were suspended at a volume ratio of 1:3 (beads 

to freezing media) and stored in cryovials (Corning) for one day at ҍ80 C, followed by six days in 

liquid nitrogen. For thawing, the cryovials were placed in a 37 C water bath for 2 min, then 

centrifuged twice at 377xg for 1 min. A 200 µl suspension of cell-loaded microbeads (in aMEM 

10% FBS) was seeded in 24-well plates, before addition of 800 µl of the corresponding media. The 

cells were allowed to recover for 4 days under physiological conditions (37 C with 5% CO2), after 

which the medium was replaced with complete or low serum medium for three more days. 

Conditioned media was collected on day 7 (accumulation of day 4ς7) to evaluate VEGF release, and 

cell viability was assessed on days 1 and 7. Non-cryopreserved MSC-loaded microbeads were used 

as controls. 
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Tableau 10. ς  (Freezing media composition (PLA = Plasmalyte; BSA = Bovine serum albumin). 

4.3.8 Statistical analysis 

All results are represented as the mean ± SEM, and the number of experimental replicates (N) 

and the total sample number within experiments (n) are indicated in each figure caption. 

/ƻƳǇŀǊƛǎƻƴǎ ōŜǘǿŜŜƴ ƎǊƻǳǇǎ ǿŜǊŜ ǇŜǊŦƻǊƳŜŘ ǳǎƛƴƎ {ǘǳŘŜƴǘΩǎ t-test or ANOVA followed by 

¢ǳƪŜȅΩǎ multiple comparison post-hoc analysis using GraphPad Prism 9.5.1 software. Differences 

were considered significant for p values below 0.05. KruskalςWallis non-parametric statistical tests 

were performed on data that did not follow a Gaussian distribution or had significantly different 

variances.  

4.4 Results and discussion 

This study aimed to create an injectable, cryopreservable, hMSC-loaded product with good pro-

angiogenic function, for the repair of ischemic tissue. We first optimized the stirring process to 

create microbeads of various compositions (CH, CHςGel, and ALG) but with similar diameters and 

compared their ability to promote cell survival and pro-angiogenic paracrine function. 

4.4.1 Rheological and mechanical characterization of CH-based hydrogels 
As a first step, the influence of temperature on CH and CHςGel hydrogels was characterized by 

rheology since the viscosity and gelation kinetic are crucial parameters for the fabrication of 

microbeads. We confirmed that both CH and CHςGel formed thermosensitive hydrogels upon the 

addition of a weak base ((i.e. the PB- NaHCO3 mixture), as shown by the rapid increase in their 

storage modulus when passing from RT to body temperature (Figure 22 (A)) in accordance with our 

previous studies (133). As the viscosity of CHςGel solution itself is highly temperature sensitive 

(significantly more viscous than the CH solution at 10 C but converging to similar values at T > 27 

C, see Figure 22 (B)), we studied the effect of preheating the CHςGel on rheological properties 
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of hydrogels and microbead morphology. Time-sweep at 37 C, mimicking the injection in warm 

oil, showed that both hydrogels exhibited rapid gelation and comparable final storage moduli (8.8 

kPa for CH and 6.9 kPa for CHςGel at 10 h (Figure 22 (C)). Compression tests further confirmed the 

absence of significant differences in mechanical properties between the CH and CHςGel 

hydrogels, both presenting a relatively linear behavior until 20% of deformation, with a young 

modulus of approximately 28 kPa (Figure 22(D)). Preheating the CHςGel to 37 C resulted in a 

lower initial viscosity, easier injection into the stirrer, more rapid gelation, and more uniform 

beads (see later). Therefore, this method was used in all experiments. 

 

Figure 22. ς  (Rheological and mechanical characterization of CH and CHςGel hydrogels: (A) thermosensitivity of 

hydrogels is demonstrated by rapid increase of the storage modulus G when passing from 22 C to 37 C (n = 6) 

(G  loss modulus); (B) viscosity (at a shear of 1 sҍ1) of CH and CHςGel acidic solutions as a function of temperature 

(n = 3); C) gelation kinetic at 37 C when solutions had been preheated prior to mixing (n = 6).; (D) secant modulus 

at 20% of deformation after 24 h gelation (n  4; N  3)). 

4.4.2 Fabrication and characterization of the microbeads 
Microbeads composed of ALG, CH, and CHςGel were created using SE (Figure 23 (A)). Empty 

microbeads were first evaluated for size distribution, injectability, and mechanical properties. SE 

offers a balance of control, efficiency, and versatility, making it suitable for a wide range of 

applications including cell therapy. By adjusting the stirring rate, we successfully produced ALG, 
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CH, and CHςGel microbeads ǿƛǘƘ ŎƭƻǎŜ 5ώпΣоϐ όҒрлл ҡƳύ (232)  and size distribution (coefficients 

of variation of 37%, 35%, and 31%, respectively (Figures 23 (B)ς(D)). As minimally invasive 

administration is important, we evaluated their injectability using 23G needles (Figure 23(E)). ALG 

microbeads demonstrated a significantly higher rupture rate (30%) compared to CH and CHςGel 

microbeads (10% and 12% respectively, p < 0.01). 

Another advantage of these chitosan physical hydrogels for cell therapy is their interconnected 

porous structure owing to phase separation during gelation, as shown previously (233). Since 

gelatin is a liquid at body temperature and could be partly released from the hydrogel, we 

evaluated gelatin release and the porosity of the microbeads after a week incubation in PBS. As 

expected, gelatin release at 37 C was significantly higher than at 4 C (13 versus 6% at day 7, p 

< 0.05; Figure 23(F)). This explains why microbeads incubated at 37 C presented a higher porosity 

than microbeads incubated at 4C on histology, according to qualitative observations (Figure 23 

(G) and 6S). 

 

 

 



95 
 

 

Figure 23. ς  (Microbead characterization and injectability: (A) schematic representation of microbeads fabrication with 

SE (with warm oil for CH and CHςGel only); (B) size distribution and (C) volumic mean diameter D[4,3] (n  3000 

beads); (D) optical microscope images of empty CH, CHςGel and ALG, microbeads (scale bar 500 µm); optimized 

stirring rates were 700, 500 and 400 rpm for CH, CHςGel and ALG respectively; (E) percentage of ruptured empty 

microbeads after injection through a 23 G needle (mean ± SD; n  850 beads; z  zP < 0.01) (F) cumulative gelatin 

released from CHςGel microbeads in PBS at 4 and 37 C (n = 4); G) Microbeads structure after incubation at 37 C 

and пɕ/ for 1 week (Histogel, H&E staining, 4 µmτthick histological sections); N  3.) 

The mechanical properties of the ALG, CH, CHςGel, and cryopreserved CHςGel microbeads (CHς

Gel_Cryo) were further studied by compression tests using a Microsquisher (Figure 24). ALG 

microbeads were more rigid but broke before reaching 40% deformation (Figure 24 (A)), 

consistent with the increased rupture rate obtained during injectability testing. In contrast, CH, 

CHςGel, and CHς Gel_cryo (cryopreserved) microbeads underwent plastic deformation without 

breakage until 80% compression and resisted to drastically higher compression forces, 

demonstrating their superior mechanical strength (Figures 24 (B) and (C)). This was achieved 



96 
 

thanks to the use of a specific mixture of NaHCO3 and PB as gelling agents for CH-based gels, 

which was previously shown to drastically enhance their mechanical properties (132). The 

mechanical properties of ALG microbeads can be enhanced by altering the molecular weight or 

crosslinking density using a higher guluronic/mannuronic (G/M) acid ratio (234). However, a more 

rigid scaffold is not beneficial for encapsulated cells. The fragile rupture of ALG microbeads is a 

limitation compared to the plastic deformation of chitosan microbeads. 

 

Figure 24. ς  (Mechanical properties of empty microbeads: (A) representative compression curves for alginate, chitosan, 

chitosanςgelatin and cryopreserved chitosanςgelatin microbeads, showing alginate breakage before 40% 

deformation while CH-based beads did not break until 80% deformation; (B) maximum compressive force (mean 

± SD, n  10 , N = 2; z ᶻᶻ p < 0.001); (C) representative images of chitosan and alginate microbeads before and 

after applying compression.) 

  While 23G needles are considered adequate for most clinical applications (235), other teams 

have reported microbeads passing through smaller needles, such as 27G needles (236). The 

diameter of the microbeads can be further reduced by increasing the stirring rate, decreasing the 

viscosity of the hydrogel solution, changing the impeller geometry, or adding an emulsifier (21, 

237). Other fabrication methods can also be proposed to reduce the size distribution (238) or 

avoid the use of oil (239). 
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4.4.3 Bioactivity of mesenchymal stromal cells-loaded microbeads 
The viability of hMSCs encapsulated in CH, CHς Gel, and ALG microbeads was assessed in both 

complete (Figure 25 (A)) and low serum (Figure 25 (B)) culture media, revealing the highest 

viability in CHςGel microbeads and the lowest in alginate under both conditions. After 7 days in 

complete media, CHςGel, CH, and ALG microbeads exhibited cell viabilities of 80 %, 70 %, and 35 

%, respectively (p < 0.05). As expected, viability decreased under low serum conditions (66%, 55%, 

and 43%, respectively). Representative live/dead cell assay images are shown in Figure 25 (C). 

These results are aligned with the study carried out by Cheng et al (225), demonstrating that 

blending gelatin 2 and 4% to chitosan scaffolds significantly enhances the viability of encapsulated 

adipose derived stromal cells (ASCs). The addition of gelatin can provide a more natural and 

supportive microenvironment for cells, providing cues that regulate cell behavior including 

adhesion, proliferation and migration. In addition, the increase in porosity of CHςGel microbeads 

allow easier nutrient and oxygen access to the cell and increases their viability. Gelatin is an 

interesting material to enhance the efficacy of cell products owing to its biocompatibility, low 

immunogenicity, biodegradability, and ease of manipulation (96, 240). 

Proangiogenic activity was evaluated by measuring VEGF release in low serum media over four 

days using ELISA (Figure 25 (D)). Drastically more VEGF (11-fold increase) was released from MSC-

loaded CH and CHςGel microbeads than from ALG microbeads (7461, 7431, and 670 pg mlҍ1 of 

hydrogel, respectively). This finding is crucial, as VEGF plays a vital role in angiogenesis, which is 

essential for ischemic tissue repair (241, 242). 

The higher VEGF release from the chitosan-based scaffolds can be partly explained by the 

significantly lower cell viability observed in alginate, which can be related to several possible 

factors: its lower porosity, absence of cell-adhesive motifs (243, 244), shear stresses and traces 

of remaining oil from the SE process. However, cell viability decreased by less than two-fold, while 

VEGF release was approximately 11-fold, calling for additional explanations. To eliminate the 

possible effect of the remaining oil and shear during SE, which could influence cell viability and 

VEGF release, we confirmed the impact of the scaffold composition by encapsulating hMSC at the 

same concentration in bulk hydrogels of similar composition. Despite similar viability in the 
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various hydrogels (77%, 74%, and 73% for CHς Gel, CH, and ALG, respectively) (see Figure 7S), 

significantly higher VEGF release (p<0.05) was again observed from bulk CHςGel and CH (11 737 

and 16 816 pg mlҍ1 of hydrogel, respectively, p = 0.9.) compared to ALG (5057 pg mlҍ1 hydrogel, 

Figure 25 (E)). 

These results highlight the importance of scaffold composition and suggest an advantage of CH-

based scaffolds for cell therapy of ischemic diseases. The enhanced release of proangiogenic 

cytokines from chitosan scaffolds aligns with the existing literature, ǳƴŘŜǊǎŎƻǊƛƴƎ ŎƘƛǘƻǎŀƴΩǎ 

effectiveness in neovascularization. Previous studies using bulk hydrogels have demonstrated that 

CH-based hydrogels enhance the proangiogenic potential of hMSCs through various mechanisms, 

including optimizing cell survival and engraftment, mitigating inflammatory responses, and 

promoting vascular endothelial stability, which collectively improve therapeutic outcomes in 

myocardial infarction and critical limb ischemia (114, 221, 225). Moreover, a recent study showed 

the advantage of methacrylate glycol chitosan over methacrylate hyaluronic acid on proangiogenic 

(including VEGF) and immunomodulatory paracrine secretion by encapsulated ASC (97). 

However, before conclusion, more extensive investigations are required, such as measuring other 

proangiogenic cytokines and characterizing the immunogenic response and reperfusion in vivo 

(245, 246). The mode of cell death should be also assessed as cell necrosis might release 

intracellular molecules called alarmins which in vivo induce inflammation and cytokine storm 

(247). 

 Given the strong advantage of CH-based microbeads and bulk hydrogels over alginate in terms of 

VEGF release, and the significantly better cell viability in CHςGel over CH in microbeads, CHς Gel 

was identified as the most promising formulation for subsequent experiments. 
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Figure 25. ς  (Viability of encapsulated hMSC cultured in (A) complete media (10%FBS) or (B) low serum media (0.2%FBS); 

(C) live/dead pictures at day 7; (D), (E) VEGF amount released at day 4 from CSM-loaded microbeads (D) and bulk 

hydrogels (E) (n  6; N  2; z  P< 0.05, z  zP< 0.01, z ᶻPz< 0.001)). 

4.4.4 Effect of cell preconditioning by celastrol on the bioactivity of hMSC-

loaded CHςGel microbeads 
To further improve cell viability and function in the CHςGel microbeads, pharmacological cell 

preconditioning was performed prior to encapsulation by exposing the cells for 1 h to celastrol 
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at 0.1 µM or 1 µM and to the vehicle (DMSO 0.1%) as a control (Figure 26). Figure 26 (A) 

shows the viability of encapsulated on days 1 and 7. While cell viability was approximately 80% 

for all groups cultured in complete media, cell conditioning with celastrol 0.1 and 1 µM 

significantly increased the viability of cells cultured in low serum conditions by 10% and 12%, 

respectively (p < 0.001; Figure 26 (A)). In addition, VEGF released in the supernatant of 

preconditioned encapsulated cells increased by 25 and 40% for celastrol 0.1 and 1 µM, respectively, 

compared to the vehicle (Figure 26 (B)). The difference was only significant for celastrol at 1 µM 

(p < 0.05). These results corroborate our previous study, which demonstrated an increase in the 

viability and release of VEGF and SDF-1  hproangiogenic cytokines from MSC pre-treated with 

celastrol and loaded in bulk hydrogels, as well as their enhanced proangiogenic function in 

vitro and in vivo (229). The potential of cŜƭŀǎǘǊƻƭΩǎ preconditioning is particularly promising due to 

its anti-inflammatory and pro-survival properties., which could be pivotal for increasing the 

viability and paracrine functions of hMSCs (159, 161). Other teams have used sustained hypoxic 

preconditioning (1ς3 days) prior to encapsulation to enhance the paracrine function of MSC (216, 

248). The advantage of our approach is the ease and short duration (1 h) of preconditioning 

treatment. To confirm the proangiogenic paracrine function of the encapsulated hMSC, a 

scratched layer of HUVEC immersed in low serum media (1% FBS) was cocultured with microbeads 

loaded with hMSC pre-treated with celastrol 1 µM) or vehicle (Figures 26 (C) and (D)). Cell-free 

microbeads in low serum (1% FBS) or complete endothelial cell growth medium-2 served as 

negative and positive controls, respectively. While there was no wound closure for the negative 

control, coculture of HUVEC with MSC-loaded microbeads (both vehicle- or celastrol-pretreated) 

led to rapid wound closure (Figure 26 (E)). 

Wound closure was faster in cells preconditioned with celastrol (1 µM), which was also 

confirmed by a significant difference when analyzing the area under the curve (Figure 26 (F)). 

These results suggest that encapsulated cells have a good proangiogenic function, which was 

slightly increased by celastrol preconditioning. The combination of cell preconditioning and cell 

microencapsulation can be a promising strategy for improving the clinical outcomes of cell 

therapy, especially for ischemic tissue repair. Cell encapsulation can enhance cell retention and 

survival at target sites (82, 249). 
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Figure 26. ς  (Effect of cell preconditioning by celastrol on the viability and VEGF release of hMSC loaded in CHςGel 

microbeads: (A) cell viability at day 7 in complete serum 10 % FBS  (day1-4) and low serum culture media 0.2 % 

FBS  (day5-7) (n  6); (B) VEGF released during day 4ς7 (n  8); (C) coculture model of CSM loaded microbeads 

and HUVEC; (D) initial wound at T0; (E) wound closure velocity with encapsulated hMSC preconditioned with 

celastrol 1 µM or vehicle, compared to positive control (empty microbeads in complete media) and negative 

control (empty microbead in low serum media); (F) area under the curve of wound closure (n  11, N  3). Results 

are expressed as mean ± SEM; pz < 0.05; ᶻᶻᶻ P < 0.001; # P < 0.0001 for negative control vs veh, cel and positive 

control.) 

4.4.5 Effect of cryopreservation on CHςGel microbeads 
For clinical transfer, it is essential to ensure that the cellular product can be stored until shipping 

and use in external clinical facilities. Therefore, we studied the feasibility of cryopreservation of 

hMSC-loaded microbeads. 

First, we compared the effect of different freezing media compositions on the viability and VEGF 

release of encapsulated hMSC after cryopreservation. While the viability significantly decreased in 
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all freezing media compared to fresh hMSC one day after thawing, we observed a good recovery of 

viability after one week of culture in complete media (Figure 27 (A)), with no significant difference 

from fresh cells excepted aMEM 5 %BSA. The best viability was obtained in PLA + BSA media (75 

and 76 % for PLA in 5 and 20 % BSA, respectively) with DMSO chosen as permeating 

cryoprotectant (CPA). This is a bit lower than the 80 % viability reported for non-encapsulated cells 

in the PLA + BSA cryopreservation media (176, 231). The difference could be due to reduced 

infiltration of the media within the cells during freezing due to the hydrogel microbeads (228). 

Cryopreservation also decreased VEGF release, the difference with fresh MSC-loaded beads was 

significant, except with PLA + 5%BSA freezing media (p=0.14) (Figure 27 (B)), which was 

maintained for further experiments. CHςGel microbeads cryopreserved in PLA + 5%BSA were 

stable, maintained their structure after one week of culture, and showed increased porosity 

compared to fresh microbeads (Figure 27 (C)). They were still injectable through a 23 G needle 

with only 8% ruptured beads versus 12% for fresh beads (Figure 27 (D)). As shown in previous 

Figure 24 (B), cryopreservation did also not alter the mechanical properties of the microbeads, 

which presented similar compressive strength and no rupture until 80 % of compression. 
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Figure 27. ς  (Effect of freezing media composition on the viability and bioactivity of microencapsulated CSM: (A) viability 

of encapsulated CSM, cryopreserved using different freezing media composition, 1 d and 1 week after thawing 

(n  4, N = 2); (B) VEGF released within 3 d in low serum media (days 4ς7)(n  3, N = 2); (C) structure of 

cryopreserved microbeads after 7 d of culture; (D) injectability of CSM-loaded fresh and cryopreserved 

microbeads through 23G needle (n  6). Control is non-injected microbeads. z P < 0.05; z  zP < 0.01; z ᶻᶻ p < 0.001. 

PLA = Plasmalyte A, BSA = Bovine serum albumin). 

More importantly, a functional assay of wounded HUVEC (Figures 28 (B) and (C)) confirmed the 

proangiogenic paracrine activity of microencapsulated freeze-thawed cells, and significant wound 

closure was obtained within 24 h, while HUVEC subjected only to the low serum media did not 

proliferate and close the wound. The rate of closure was very close to that of freshly encapsulated 

MSC (Figure 28 (D)). 

While preconditioning with Celastrol 0.1 µM helped increase the cell viability immediately after 

freezeςthawing microbeads (66 % vs. 55 % for vehicle, p < 0.01) and after 3 days in low-serum 

media (72 vs. 65 %, p<0.05; Figure 28 (A)), no further benefit was detected during wound closure 

tests. 

These results confirmed the feasibility of cryopreservation of MSC-loaded CH-based microbeads. 

The best results were obtained with freezing media made from Plasmalyte A, serum albumin (SA), 

and DMSO. This type of medium is increasingly used for clinical purposes, where FBS must be 
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avoided owing to immunological responses (231, 250). In the cryopreservation process, SA helps 

stabilize the cell membranes and maintain the osmolarity and pH of the cryopreservation 

solution (251). In clinical studies, bovine SA is replaced by human SA. Cryopreservation can be 

further improved by optimizing the choice of CPA using permeating CPA (DMSO, glycerol), non-

permeating CPA (sugars such as sucrose and trehalose), or a combination of permeating/non-

permeating CPA (22, 179). It can also be optimized by adding antioxidant stabilizers (252) and ice 

nucleating agents (253) to freezing media. 

 

 

Figure 28. ς  (Effect of cryopreservation and cell preconditioning on paracrine activity of CSM-loaded CHςGel 

microbeads. (A) Viability at day1 and 7 in cryopreserved microbeads, preconditioned with celastrol 0.1, 1 µM or 

vehicle, cultured in 10%FBS or 0.2%FBS (4 d in 10%FBS and 3 d 0.2%FBS) (n  6; N  2); (B) wound closure velocity 

of HUVEC cocultured with cryopreserved CHςGel beads loaded with hMSC preconditioned with celastrol 0.1, 1 

µM or vehicle; (C) area under the curve of wound closure (mean ± SEM;n  7,n = 2); (D) wound closure velocity 

with fresh versus freeze/thawed hMSC loaded microbeads (n  14 N  2) insert: area under the curve.  zP < 0.05; 

ᶻ zP < 0.01; z ᶻᶻ P < 0.001; # P < 0.0001 negative control vs all other groups) 
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4.4.6 Chitosan-gel microbeads, a promising cell therapy product 
In this study, we showed that chitosan has several advantages over alginate for cell encapsulation 

and injection in vitro. Alginate-based microbeads are most commonly used for in vitro culture and 

storage (167, 178, 179) because of the ease of microbead fabrication and the ability to reverse 

ionic crosslinking when immersing the gel in a chelating solution (254) but they are far from 

ideal for cell therapy. Their limitations include the lack of cell adhesive motifs, lack of stability in 

various physiological solutions used in clinics (254, 255), and the absence of biodegradation. 

Other materials have been proposed for the formation of cryopreservable MSC-loaded 

microbeads with good cell viability, for instance polyL-lactic-co-glycolic acid (PLGA) (174). PLGA is 

biodegradable. However, its degradation products (lactic and glycolic acids) can cause localized 

acidic environments and generate inflammation.  

Compared with these materials, CHςGel microbeads form a particularly promising alternative for 

cell therapy. They are easy to prepare and require no chemical modification or toxic crosslinkers. 

They are biodegradable and easily injectable using small needles. They can support MSC viability 

and paracrine function, are stable in various physiological solutions, and can be cryopreserved. 

4.5 Conclusion 

In this study, we established the in vitro proof-of-concept for cryopreservable hMSC-encapsulated 

CHςGel microbeads as an injectable system to promote revascularisation of ischemic tissues. The 

drastic increase in VEGF release from hMSC-loaded CH and CHςGel microbeads compared to ALG 

highlights the importance of scaffold composition on the efficacy of cell therapy products. Owing 

to its better cell viability compared to CH, CHςGel was selected as the most promising formulation. 

The CHςGel microbeads formed by SE exhibit good porosity, injectability, stability, and 

mechanical properties with ductile behavior under load, which prevents fragile rupture. Such a 

microbead format is particularly appealing as it allows vascularization throughout the implanted 

bead network, whereas bulk hydrogels may act as a barrier to reperfusion when injected into the 

ischemic region (122). In addition, microbeads allow easier access of O2 and nutrients to cells. Its 

combination with cell preconditioning, by simple exposure of the cells for 1 h to celastrol prior to 

encapsulation, further enhanced the survival of encapsulated cells and the proangiogenic 
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function of this cellular product. Finally, its cryopreservability was demonstrated using a mixture 

of Plasmalyte, serum albumin, and DMSO as the freezing media. This is a promising off-the-shelf, 

cryopreserved allogenic MSC product with good viability and paracrine function for the minimally 

invasive treatment of ischemic diseases. Its bioactivity could be further enhanced by optimizing 

the preconditioning treatment or freezeςthawing method. Moreover, understanding the 

mechanisms underlying the enhanced efficacy of CHςGel scaffolds and celastrol preconditioned 

MSC and more importantly, testing in animal models is required to validate their clinical potential. 
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4.7 Supplementary information 

 

Figure 5S: (Rheological data with all the replicates : A) Thermosensitivity of CH and CH-Gel hydrogel, B) Time sweep 
of CH and CH-ƎŜƭ ǇǊŜƘŜŀǘŜŘ ŀǘ отɕ/Σ /ύ ǾƛǎŎƻǎƛǘȅ όŀǘ ŀ ǎƘŜŀǊ ƻŦ мǎ-1) of CH and CH-Gel acidic solutions as a function 

of temperature.) 
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Figure 6S Microbeads structure after ƛƴŎǳōŀǘƛƻƴ ŀǘ отɕ/ ŀƴŘ пɕ/ ŦƻǊ м ǿŜŜƪΤ п ǊŜǇƭƛŎŀǘŜǎ όIƛǎǘƻƎŜƭΣ Iϧ9 ǎǘŀƛƴƛƴƎΣ п 
µmςthick histological sections 

 

Figure 7S (A) viability of CSM encapsulated in the bulk hydrogel at day 4 (n=7); B) live/dead pictures at day 4. 
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Chapitre 5 ς Article 3 - Injectable and cryopreservable 
alginate-gelatin microbeads for pro-angiogenic cell therapy 

 

Introduction : Nous avons apporté la preuve de concept ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ŎƻƴǎǘƛǘǳŞ ŘŜ 

microsphères de chitosane-gélatine chargées de CSM, démontrant une excellente injectabilité 

ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ ōƻƴƴŜ stabilité après cryopréservation. Les CSM encapsulées dans ces microsphères 

conservent leur fonctionnalité après cryopréservation. Toutefois, la distribution de taille élevée  

et la ǇǊŞǎŜƴŎŜ ŘŜ ǊŞǎƛŘǳǎ ŘΩƘǳƛƭŜ (difficilement éliminables) dans les microsphères obtenues par 

ƭΩémulsification pourraient soulever un obstacle important pour un transfert vers la clinique.  

Face à ces limitations, le ǎȅǎǘŝƳŜ ŘΩŜȄǘǊǳǎƛƻƴ ŎƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊ ŀ ŞǘŞ ŘŞǾŜƭƻǇǇŞ Řŀƴǎ ƭΩŞǘǳŘŜ 

ǎǳƛǾŀƴǘŜ ŀŦƛƴ ŘŜ ǇǊƻŘǳƛǊŜ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine sans huile avec une faible distribution 

de taille. Malheureusement, ce ǎȅǎǘŝƳŜ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ŎƻƳǇŀǘƛōƭŜ ŀǾŜŎ ƭŀ ǎƻƭǳǘƛƻƴ ŘŜ ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ Ł 

cause de sa viscosité élevée et de sa gélification plus lente. La gélification des microbilles 

ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Ŝǎǘ plus rapide dans les solutions contenant les ions Ca2+Σ ǘŀƴŘƛǎ ǉǳŜ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ 

gélatine améliore les propriétés biologiques de la matrice. Ce système offre une approche plus 

prometteuse pour développer ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ injectable et cryopréservable facilement 

transférable en clinique pour le traitement allogénique des maladies ischémiques. 

Ces travaux sont en préparation pour être soumis Řŀƴǎ ƭŀ ǊŜǾǳŜ ΨΩ!/{ .ƛƻƳŀǘŜǊƛŀƭǎ {ŎƛŜƴŎŜ ϧ  

Engineering JournalΩΩ.  

Comme apport original dans cette étude, jΩŀƛ ŜŦŦŜŎǘǳŞ les expériences de fabrication de 

microbilles ŀǾŜŎ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ ŘŜ ŎƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊ ainsi que ceux de caractérisation physico-

mécanique, l'injectabilité, la stabilité, et l'imagerie des microbilles par le microscope électronique 

à balayage (MEB). WΩŀƛ ŞƎŀƭŜƳŜƴǘ effectué toutes les expériences survie et activité paracrine des 

CSM encapsulées avant et après cryopréservation. WΩŀƛ effectué lΩŀƴŀƭȅǎŜ et ƭΩinterprétation de 

toutes les données acquises pour ce projetΦ 9ƴŦƛƴ ƧΩŀƛ ǊŞŘƛƎŞ ǘƻǳǘŜǎ ƭŜǎ ǎŜŎǘƛƻƴǎ Řǳ ƳŀƴǳǎŎǊƛǘΦ 

Ci-dessous sont détaillés les rôles joués par les coauteurs : 
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Sara Badr: Elle a participé Ł ƭŀ ŎƻƴŎŜǇǘǳŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŞǘǳŘŜΣ ƭΩŀnalyse des données, soit la 

caractérisation (distribution de la taille et circularité) des microbilles, quantification de la viabilité 

des cellules, imagerie des microbilles par le MEB. Elle a effectué la révision complète du 

manuscrit. 
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ƭΩƻōǘŜƴǘƛƻƴ ŘŜǎ ŘƻƴƴŞŜǎ ǇǊŞƭƛƳƛƴŀƛǊŜǎ. 
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manuscrit. 
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5.1 Abstract  

Loading cells into biomaterial microbeads is a promising approach to overcome the limitations of 

mesenchymal stromal cell therapy for ischemic tissues, such as low cell survival and retention, 

and variable paracrine function. However, developing a clinically transferable storable product 

remains a challenge. Here we developed an oil free air-assisted coaxial system to encapsulate 

MSC within injectable alginate-gelatin (ALG-Gel) microbeads and studied their size, injectability, 

mechanical properties and stability as a function of gelatin content, as well as the viability, VEGF 

release and paracrine function of encapsulated mesenchymal stromal cells in vitro before and 

after cryopreservation (0.3 M trehalose, 10% DMSO).  

ALG microbeads containing 0, 3 and 5% w/v Gel were produced with a volume-weighted mean 

diameter (D [4.3]) of 400ςрлл ˃ƳΣ a low coefficient of variation (14-18%), and good circularity 

(0.8-0.9). Injecting microbeads through a 21G needle was easy, with only a 3% breakage rate.  

ALG-Gel3% was found as a very promising formulation. MSC-loaded in ALG-Gel3 presented 

significantly higher survival rates than ALG in culture, regardless of the presence of 10% FBS (97% 

vs. 88%, p<0.0001) or in low-serum condition (0.2% FBS; 93% vs. 86%, p<0.05). MSC loaded in 

ALG-Gel3 presented significantly higher survival and greater wound closure rate compared to ALG  

(p = 0.05). ALG-Gel microbeads presented good mechanical properties, with slightly (but non-

significantly) reduced young modulus (3.5± 1.3 vs 2.3± 0.5 KPa, p=0.3), and compressive force 
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(861 ± 653 µN vs 1385 ± 970 µN, p=0.9) and deformation (60±1% vs 64±1%, p=0.5) at rupture as 

compared to ALG microbeads. After 14 days of incubation in Hanks Balanced Salt Solution (HBSS), 

cell free ALG-Gel and AGL microbeads maintained a consistent and stable young modulus 

indicating their long-term mechanical stability in physiological solution. Cryopreservation 

significantly affected the mechanical compressive strength and strain at failure, cell survival and 

release of VEGF (p<0.05), but the encapsulated MSC presented a viability above 80% after seven 

days in culture, and significantly enhanced HUVEC proliferation and migration in a wound-healing 

model. 

Thanks to this method, microbeads contain no trace of oil, which increases its safety and potential 

for clinical transfer. These cryopreservable oil-free microbeads offer great promise to improve 

the safety and efficacy of pro-angiogenic MSC-based cell therapy. However, further 

improvements to the cryopreservation process are needed, and additional research is needed to 

establish the therapeutic effectiveness of these microspheres in preclinical ischemic models. 

Keywords: Air assisted coaxial system, cell therapy, injectable microbeads, ischemic disease, 

cryopreservation, Alginate-gelatin 

5.2 Introduction 

Ischemic diseases, such as myocardial infarction and critical limb ischemia, are among the leading 

causes of mortality and morbidity worldwide (222). These conditions are characterized by 

restricted blood flow to tissues, resulting in oxygen deprivation and subsequent cell death. 

Conventional treatments often fall short of effectively restoring tissue function, leading to a 

significant interest in innovative therapeutic strategies. One promising approach is the use of MSC 

therapy, which has shown the potential to enhance tissue regeneration and repair through 

paracrine function mechanisms. However, the limited clinical benefits of this approach can be 

explained by low cell retention at the target site, variable paracrine activity, and high mortality of 

transplanted cells (82). 

To address these limitations, the microencapsulation of MSCs within injectable hydrogel 

microbeads has emerged as a promising approach. Encapsulation can protect cells from harsh 
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environments and enhance cell retention, viability, and function (7, 85). The microbead format is 

particularly interesting, as it facilitates nutrients and oxygen access to the cells, as well as the 

release of their therapeutic factors into surrounding tissues, compared to macroscopic scaffolds. 

It also allows vascularization between the microbead network. A wide range of biomaterials have 

been used for MSC encapsulation (85). Alginate, a natural polysaccharide derived from seaweed, 

is the most commonly used due to several advantages, including its biocompatibility and its ability 

to undergo rapid gelation upon contact with divalent cations (Ca2+, Ba 2+). However, its clinical 

ǘǊŀƴǎƭŀǘƛƻƴκŜŦŦƛŎŀŎȅ ƛǎ ƘƛƴŘŜǊŜŘ ōȅ ǎŜǾŜǊŀƭ ƭƛƳƛǘŀǘƛƻƴǎΦ hƴŜ ƛǎ ŀƭƎƛƴŀǘŜΩǎ ƭŀŎƪǎ of cell-adhesive site, 

which can negatively impact the viability and functionality of encapsulated cells (243, 256). 

Another limitation is that most microencapsulation techniques, such as stirred emulsification and 

microfluidics, use oil. This may lead to residual oil on the microbeads, potentially causing 

challenges during regulatory approval (257). Finally, MSC-loaded microbeads can be used 

clinically only in the form of an off-the-shelf product, produced in cGMP conditions, 

cryopreserved, and transferred to hospital centers. While alginate microbeads have been already 

used to encapsulate MSCs for cryogenic storage, the cryopreservation process itself still presents 

challenges (168-170, 178, 179). Freezing and thawing of MSC-loaded microbeads can compromise 

cell viability and function (165, 169, 179). Moreover, the stability of alginate gels is a concern due 

to the competition between the crosslinking calcium ions and others positively charged ions in 

the physiological environment (255).  

In this study, we address these limitations by using an oil-free microencapsulation approach with 

an air-assisted coaxial system to fabricate cryopreservable, injectable alginate-gelatin 

microbeads, with a narrow size distribution, excellent cell viability, and pro-angiogenic function 

for treating ischemic tissues. Gelatin, a natural protein derived from collagen, offers excellent 

biocompatibility and provides bioactive cues that promote MSC adhesion, proliferation, and 

proangiogenic properties (141, 225, 243, 258). Alginate-gelatin microbeads have already been 

proposed as a provisory encapsulation method to protect cells from apoptosis during 

cryopreservation (173). However, the impact of cryopreservation on cell paracrine function, 

microbead mechanical properties, stability, and injectability has not been studied. These aspects 
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are essential for optimizing the safety and therapeutic efficacy of the microbeads in promoting 

angiogenesis and tissue repair in the clinic.  

To achieve these goals, we compared alginate-gelatin to alginate microbeads, in terms of cell 

viability and paracrine activity. We then demonstrated in vitro the potential of alginate 2% gelatin 

3% microbeads for the sustained release of therapeutic factors cytokines essential for 

angiogenesis and tissue repair (122) through a comprehensive evaluation of MSC paracrine 

function, injectability, and mechanical stability before and after cryopreservation with serum-free 

media. 

5.3 Material and methods 

5.3.1 Hydrogel preparation 

Sodium alginate (derived from brown algae, with a molecular weight range of 12-40 kDa and a 

viscosity of 5.0 - 40.0 centipoise, Sigma Aldrich, Cat. No. MKBZ4415V) and gelatin type B (Sigma 

Aldrich, CA) were solubilized in a HEPES buffer (10 mM HEPES, 170 mM NaCl, pH 7.4, Sigma, CA) 

ŦƻǊ н ƘƻǳǊǎ ŀǘ плл ǊǇƳΣ слɕ/ ǘƻ ŜƴǎǳǊŜ ŎƻƳǇƭŜǘŜ ŘƛǎǎƻƭǳǘƛƻƴΦ ¢ƘŜ ǇI ƻŦ ǘƘŜ ŀƭƎƛƴŀǘŜ-gelatin 

solution was adjusted to 7 by adding drops of NaOH. The alginate-based solutions were 

ŀǳǘƻŎƭŀǾŜŘ ŀǘ мнм ɕ/ ŦƻǊ мр ƳƛƴǳǘŜǎ. 

Subsequently, hydrogel precursors were prepared by mixing alginate and alginate-gelatin 

solutions with alpha Medium Essential Medium culture  h ( MhEM, Gibco, Canada) (with or 

without cells) in a 9:1 ratio, using a two-syringe couple technique, with 15 consecutive back-and-

forth transfers between the syringes. The final hydrogel formulations contained 2% w/v alginate 

(ALG), 2% w/v alginate with 3% w/v gelatin (ALG-Gel3), and 2% w/v alginate with 5% w/v gelatin 

(ALG-Gel5).  

5.3.2 Viscosity and surface tension  

The viscosity and surface tension of hydrogel precursors were first assessed, as these properties 

can influence the microbeads size and uniformity. The viscosity of ALG and ALG-Gel solutions was 

evaluated with a rheometer (MCR301, Anton Paar), equipped with a 25 mm parallel-plate 
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geometry with a 1 mm gap between the plates. Samples were subjected to a constant shear rate 

of 1s-1 in rotational mode over a temperature range of 4-40°C to determine the temperature at 

which all the solutions have similar viscosity. To prevent evaporation, a thin layer of paraffin oil 

was added around the sample prior to each measurement. The rheological curves presented in 

the results section are representative data for each measurement and not averaged values. 

The surface tension of the hydrogel precursors was evaluated ŀǘ нн ϲ/ ǳǎƛƴƎ ŀƴ ŀǳǘƻƳŀǘŜŘ 

tensiometer (K100; Krüss GmbH, Hamburg, Germany) with Krüss advance software using the 

pendant drop technique (259). Approximately 8-10 µL of the hydrogel precursor was extruded 

through a 15-gauge needle (internal diameter = 1.8 mm), forming a droplet suspended in their 

surrounding phase. Surface tension ()ɹ was automatically calculated based on the shape of a 

suspended droplet and the difference of density between the droplet and the surrounding air, 

using the formula: 

‎
ῳὴ Ø Ç Ø 2Ï 

‍
 

Where ɹ  = surface tension (N/m), ɲὴ = the density difference between the two phases (kg/m3), g 

= the gravitational acceleration (m/s2), Ro= the radius of curvature at the apex of the droplet (x,z) 

,  ̡= droplet shape factor determined from shape analysis. Measurements were recorded with 

the software at 8-second intervals, up to 60 seconds. The surface tension values obtained during 

this period were averaged to ensure accuracy and consistency. 

5.3.3 Osmolality  

The osmolality of the precursor hydrogel solutions was determined with an Advanced micro 3300 

ƻǎƳƻƳŜǘŜǊ ό!ŘǾŀƴŎŜŘ LƴǎǘǊǳƳŜƴǘΣ ¦{!ύΣ ŦƻƭƭƻǿƛƴƎ ǘƘŜ ƳŀƴǳŦŀŎǘǳǊŜǊΩǎ ƛƴǎǘǊǳŎǘƛƻƴǎΦ ¢ƘŜ 

osmometer operates based on the principle of freezing-point depression, where the sample is 

supercooled, freezing is induced, and the depression in the freezing point is measured relative to 

pure water. The resulting change in temperature is proportional to the solute concentration, 

allowing for precise calculation of osmolality (mosmol/kg). A volume of 20 µL was used for each 

sample and measurements were performed in triplicate.  
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5.3.4 Microbeads fabrication  

Microbeads were fabricated using a coaxial airflow system adapted from a previous study (260). 

Briefly, a needle (30G, 152 µm) was mounted within a custom 3D-printed outer nozzle (Form3B, 

Formlabs, USA). The core flow comprised the infused hydrogel precursor, while a coaxial 

application of air was used to break it into uniform droplets. The droplets were directly extruded 

into an isotonic crosslinker bath containing 1.5% (w/v) calcium chloride (CaCl2) and 1% (w/v) 

bovine serum albumin (BSA 7.5 g/L) in milliQ water. The crosslinking bath was maintained at 37 

°C to preserve cell viability and stirred at 120 rpm for 15 minutes to prevent microbeads 

coalescence during gelation. The hydrogel precursor core flow rate was controlled using a syringe 

pump (FUSION 200, Chemyx Inc.) and the outer sheath flow was regulated using an airflow 

system, comprising 6 V air pump (Yojitar, USA), a pressure gauge (McMaster-Carr, USA), and a 

pressure regulator (McMaster-Carr, USA), ensuring control over the microbeads fabrication 

process. 

5.3.5 Microbeads characterization 

5.3.5.1 Size distribution, sphericity and Scanning Electron Microscopy (SEM) 

The size distribution and circularity of the microbeads were analyzed using ImageJ software. To 

enhance the contrast for image analysis, the microbeads were stained with a 0.04% v/v toluidine 

blue (stock solution 5 g/L, Baxter, CA) for 24 hours. Multiple images were captured using an 

optical microscope at a 40X magnification (Olympus, Canada), and analyzed to determine the size 

distribution and volume-weighted mean diameter D [4,3] (230). D [4,3] was selected because it 

gives a better account of the fraction of the larger beads (which make the major contribution to 

the volume, i.e., the number of encapsulated cells) and thus the bioactivity. Circularity, an 

important parameter indicative of the shape and uniformity of the microbeads, was calculated 

based on the equation: 4̄× (area/perimeter2) (261). The number of microbeads analyzed was at 

least n җ олл per experimental group. 

The structure of the microbeads, fresh and cryopreserved, was characterized using a Scanning 

Electron Microscope (SEM). Microbeads were freeze-dried for 12 hours (HarvestRight, US) sputter 

coated with 20 nm gold (K550X Sputter Coater) and imaged using a S3600-N Hitachi SEM operated 
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at 15 kV. The SEM images are used for a qualitative comparison of pore size trends, rather than 

for measuring the true porosity of the microbeads across samples. 

5.3.5.2 Injectability 

To assess the structural integrity of the microbeads during injection, the microbeads were 

suspended in Hanks Balanced Salt Solution (HBSS, Thermofisher CA) at different microbead-to-

medium volume ratios (1/1, 1/3 and 1/6 v/v). The bead suspension was then carefully injected 

using a syringe fitted with either a 21-gauge (25.4 mm long, internal Ø 0.514 mm) or 23 gauge, 

(19 mm long internal Ø 0.337 mm) needle to mimic potential stresses encountered during in situ 

injection. Bright-field microscopy (Revolve) at 40× magnification was used to capture images of 

the microbeads before and after injection to determine the percentage of ruptured microbeads. 

A minimum of n җ улл ƳƛŎǊƻōŜŀŘǎ ǿŜǊŜ ƻōǎŜǊǾŜŘ ǇŜǊ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴΣ ǿƛǘƘ ŀƭƭ ŜȄǇŜǊƛƳŜƴǘǎ ŎƻƴŘǳŎǘŜŘ 

in triplicate. The viability of encapsulated cells was also evaluated 2hrs after injection using Live-

Dead (see section 5.3.6.2). 

5.3.5.3 Gelatin release 

To investigate the release kinetics of gelatin from the microbeads, the microbeads were first 

resuspended in HBSS/MilliQ water at a 1:1 dilution. A volume of 500 µL of this microbeads 

suspension was then incubated with 2 mL of HBSS/  MilliQ water in Falcon® tubes (Sarstedt, CA) 

at 37°C to simulate physiological conditions. At predetermined intervals (1, 4 and 24 hours, 3 days 

and 7 days), 100 µL of the medium was extracted for the analysis of gelatin content and 

immediately replaced with fresh corresponding media to maintain constant volume. The 

quantification of gelatin in the collected samples was performed using the Bicinchoninic Acid kit 

(BCA, Thermofisher) protein assay, a method selected for its sensitivity and compatibility with 

gelatin measurement (225). Absorbance was measured at 562 nm using a micro-plate reader 

Varioskan Lux Multimode (Thermofisher) and concentration deduced from a calibration curve.  

5.3.5.4 Mechanical properties 

The mechanical properties of the microbeads were measured using a Microsquisher (CellScale, 

Waterloo, Canada) in an HBSS buffer. A microplate (2 × 2 mm) was fixed to a 406 µm diameter 

microbeam, and for each microbead we performed 3 cycles of compression at 30% strain over 
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60 s, followed by a 10 s hold phase and a 60 s recovery phase. The Young moduli of microbeads 

at 20 % strain were calculated according to the Hertzian half-space contact model, as previously 

described (218). In addition, to evaluate the maximum compressive strength and maximum strain 

at the rupture, microbeads were compressed until 80% strain for 60s.  

To assess the mechanical stability of microbeads in solutions, a volume of 0.2 mL of cell-free 

microbeads suspension was incubated with 0.8 mL in HBSS buffer for 2 weeks. Their Young moduli 

and diameters were determined on days 0, 1, 3, 7 and 14. The stability of MSC-loaded microbeads 

was also evaluated in complete hMEM (10% FBS) for 1 week.  

5.3.6 Survival and function of encapsulated MSC 

5.3.6.1 Cell culture 

Bone marrow-derived MSC (Lonza, Canada) were cultured in T175 flasks (Sarstedt, Canada) with 

Nutristem (Biological Industry, Israel) medium supplemented with 0.6% nutrient supplement. 

Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs, Cell application, USA) used for pro-angiogenic 

function assay, were cultured with endothelial growth medium-2 (Promocell, Canada) 

supplemented with 0.4% growth factors. Both cells were cultured until 90% of confluence before 

experiments.  

For cell encapsulation, hMSC were suspended in serum-free MhEM at a density of 10 million 

cells/mL, to achieve a concentration of 1 million cells/mL in the hydrogels. All experiments were 

performed with h MEM. Encapsulated cells (100 µL of MSC-loaded microbeads with 900 µL of 

culture complete media) were cultured in 24-well plates with aMEM 10% FBS.  

5.3.6.2 Cell viability 

Cell viability of encapsulated cells was determined using a live/dead assay (Thermofisher, CA) on 

days 0, 1 and 7. The viability was also assess 2hrs after injection with 21 gauge needle. The 

microbeads were incubated with 2 µM calcein and 5.5 µM ethidium homodimer in serum-free 

ʰa9a media for 45 minutes. Live and dead cells were visualized using a fluorescent microscope 

at 40X magnification (Revolve). Cell quantification was performed using ImageJ software.  
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5.3.6.3 VEGF release and paracrine function of encapsulated hMSC in coculture with 

HUVEC 

Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) concentrations were determined in the supernatants 

of MSC-loaded microbeads retrieved on days 4 and 7 (accumulation of days 2-4 and days 5-7, 

respectively). The quantification of VEGFa release was performed with Quantikine ELISA human 

VEGF Immunoassay kit (Bio-Techne, USA) according to the protocol provided by the 

manufacturer. 

The paracrine function of encapsulated MSC was evaluated in a Transwell coculture assay with 

HUVEC. hMSC-loaded microbeads (100 µL of microbeads + 900 µL of complete media 10% FBS) 

were cultured for 4 days. Then encapsulated microbeads were collected, centrifugate for 1 min 

at 377X g and diluted in 1:1 with an endothelial growth medium with 1% FBS (Life Technologiesϰ, 

Canada). A volume of 200 µL suspension of MSC-loaded microbeads was added in Transwell 

(Falcon, USA). In the lower chamber of the 24 wells plates, a layer of HUVEC (seeded at 38,800 

cells/cm2 and grow until 100% confluence) was scratched with 200 µL tips. A volume of 500 µL of 

the same medium was added on the top (in Transwell) and bottom (on the plate). Cell-free 

microbeads immersed in complete endothelium growth medium-2 served as positive control, 

while cell-free microbeads in low serum medium (1% FBS) were used as negative control. The 

assessment of wound closure velocity was conducted by consecutive imaging at 0, 4, 8, 24, 32, 

and 48 hours with an optical microscope at a 40X magnification (Olympus). 

5.3.6.4 Cryopreservation of microbeads and thawing 

Cryopreservation of hMSC-loaded microbeads was performed with 2 different concentrations of 

trehalose (0.2 or 0.3 M; Sigma Aldrich, USA) dissolved in HBSS + 5% BSA (Sigma Aldrich, Canada) 

with 2 or 10% DMSO (Sigma Aldrich, Canada). four freezing media compositions were tested 

(0.2M2D, 0.2M10D, 0.3M2D and 0.3M10D). Fresh MSC-loaded microbeads were used as control. 

Microbeads were re-suspended in different freezing media at a volume ratio of 1:3 (bead-to-

freezing media). Microbeads were cooled at -улɕ/ ό-1°C/min) overnight in a freezing container 

(NALGENE TM, USA) and then transferred to liquid nitrogen for an additional 6 days. The thawing 

ƻŦ ŎŜƭƭ ƭƻŀŘŜŘ ƳƛŎǊƻōŜŀŘǎ ǿŀǎ ŘƻƴŜ ǊŀǇƛŘƭȅ ŀǘ от ɕ/Σ ƳƛŎǊƻōŜŀŘǎ ǿŜǊŜ ǿŀǎƘŜŘ н ǘƛƳŜǎ ǿƛǘƘ 

complete media (10% FBS) and the microbeads were resuspended in fresh complete media (1:1 
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volume ratio) and cultured as described in Section 5.3.5.1 for 1 week. The viability and paracrine 

function were tested according to sections 5.3.5.2 and 5.3.5.3. Microbeads structure, injectability, 

mechanical properties and stability were evaluated only for the most promising freezing media, 

as described in sections 5.3.4.1, 5.3.4.2, 5.3.4.4 respectively. 

5.3.7 Statistical analysis 

All results are presented as mean ± Standard Error of Mean (SEM) deviation unless specified in 

the figure caption. Student T-test, ANOVA one and two way followed by TukeyΩs multiple 

comparison post-hoc analysis was performed using GraphPad Prism 9.5.1 software, with p values 

below 0.05 considered as significant. 

5.4 Results  

5.4.1 Characterization of the precursor hydrogel solution 

Viscosity, surface tension, and osmolality are critical key parameters that can influence the 

droplet sphericity, size during extrusion into the crosslinking bath (262), as well as cell viability 

and function. Therefore, we evaluated them for the three hydrogel precursor solutions: ALG, ALG-

Gel3 and ALG-Gel5. 

The addition of gelatin significantly increased the viscosity of the alginate solutions at low 

temperature (Figure 29 A), but as the temperature increases, viscosity drastically decrease, and 

ǘƘŜ ǾƛǎŎƻǎƛǘȅ ƻŦ ŀƭƭ ŦƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴǎ ǿŀǎ ŀƭƳƻǎǘ ǎƛƳƛƭŀǊ ŀǘ ¢ җ ол ɕ/Φ .ŀǎŜŘ ƻƴ ǘƘŜǎŜ ǊŜǎǳƭǘǎΣ ǘƘŜ 

ǇǊŜŎǳǊǎƻǊ ƘȅŘǊƻƎŜƭ ǿŀǎ ƘŜŀǘŜŘ ŀǘ от ɕ/ ǇǊƛƻǊ ǘƻ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ŀƴŘ ǘƘŜ ŎǊƻǎǎƭƛƴƪŜǊ ōŀǘƘ ǘŜƳǇŜrature 

ǿŀǎ ǎŜǘ ŀǘ от ɕ/ during the microbeads production. 

The addition of gelatin in the alginate solution resulted in a significant reduction of surface tension 

from 58±1 mN/m for ALG to 43±2 and 44±1 mN/m for ALG-Gel3 and ALG-Gel5 respectively 

(p<0.0001, Figure 29 B). The addition of gelatin also led to a small increase in osmolality, but all 

solutions remain in the physiological range (from 396±7 for ALG to 439±11 mosmol/kg for ALG-

Gel5; p 0.05; Figure 29 C). In addition, the osmolality of the crosslinker bath used for the 

microbeads fabrication is 300 mosmol/kg (Figure 9 S). 
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Figure 29. ς  Characterization of the precursor hydrogel solutions of ALG, ALG-Gel3 and ALG-Gel5: A) Viscosity at a shear 

of 1 s-1 (n = 3), B) Surface tension (mN/m) n = 15, and C) Osmolality (mosmol/kg) of the hydrogel precursors; n = 

сΦ ϝǇ лΦлр ϝϝϝǇ лΦллмΤ ϝϝϝϝǇ лΦлллмΦ aŜŀƴҕ {5. 

5.4.2 Microbeads characterization 

5.4.2.1 Size distribution and circularity 

Microbeads were generated using the air-assisted coaxial system illustrated in Figure 30 A. The 

effects of gelatin on microbead properties were studied in preliminary experiments that 

examined air pressure, precursor flow rate, crosslinking bath concentration, and evaluated MSC 

cytocompatibility post-extrusion through G30 nozzle (Figures 10-13S).  Based on these 

preliminary studies, the fabrication parameters were set to 0.1 mL/min flow rate, 0.4 PSI (2.8 kPa) 

air pressure and a 1.5% CaClϜ crosslinking solution in Milli-Q water with 1% BSA to preserve 

microbead stability during fabrication (263). 

Microbeads with D [4,3] of 464±80 µm, 493±69 µm, and 460±68 µm were successfully created for 

ALG, ALG-Gel3, and ALG-Gel5, respectively (Figure 30 B). ALG-Gel5 (18%) showed a slight increase 

in the coefficients of variation (CV) compared to ALG (15%) and ALG-Gel3 (14%) (Figure 30 C). The 

circularity ranged from 0.83 ± 0.09 (for ALG) to 0.89 ± 0.07 for ALG-Gel5, with no significant 

differences between the formulations (Figure 30 D). In contrast to the smoother uniform shape 

of ALG-Gel microbeads, some ALG microbeads displayed a distinctive tail-like shape (Figure 30 E). 
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Figure 30. ς  Microbeads characterization: A) Setup of air assisted coaxial system; B) Volume-weight mean diameter D 

[4,3], /ύ {ƛȊŜ ŘƛǎǘǊƛōǳǘƛƻƴΣ 5ύ /ƛǊŎǳƭŀǊƛǘȅ όƴ җ оллύΣ 9ύ LƭƭǳǎǘǊŀǘƛǾŜ ǇƛŎǘǳǊŜǎ ƻŦ ǘƘŜ о ŎƻƳǇƻǎƛǘƛƻƴǎ. Microbeads were 

fabricated with a flow rate 0.1 mL/min, nozzle size 152 µm (G30), 2.8 KPa, 1.5% CaCl2, 1% BSA in Milli-Q water 

for all the formulations όƴ җ оллύΦ {ŎŀƭŜ ōŀǊ рнл ҡƳΦ aŜŀƴҕ{5Φ 

5.4.2.2 Mechanical properties of microbeads  

As shown in Figure 31 A, the addition of gelatin results in a lower Young's modulus for microbeads 

in HBSS compared to ALG. The highest modulus was found in ALG microbeads (3.5 ± 1.3 kPa), 

followed by ALG-Gel3 (2.3 ± 0.5 kPa) and ALG-Gel5 (1.3 ± 0.7 kPa). The difference was only 

significant between ALG vs ALG-Gel5 (p < 0.001). In addition, ALG microbeads showed the highest 

compressive strength at rupture (1385 ± 970 µN), which decreased with the addition of gelatin to 

861 ± 653 µN for ALG-Gel3 and 421 ± 188 µN for ALG-Gel5 (Figure 31 B) (p  лΦлр for ALG vs ALG-

Gel5). The beads supported large deformations, with maximum strain at rupture tending to 

decrease with gelatin increase (Figure 31 C) from ALG (64%) to ALG-Gel5 (54%) (p = 0.06 for ALG 

vs ALG-Gel5).  

![D ƳƛŎǊƻōŜŀŘǎ ƳŀƛƴǘŀƛƴŜŘ ǘƘŜ ƘƛƎƘŜǎǘ ¸ƻǳƴƎΩǎ ƳƻŘǳƭǳǎ ǘƘǊƻǳƎƘƻǳǘ ǘƘŜ мп-days incubation in 

HBSS buffer (Figure 31 D). ALG-Gel3 and ALG-Gel5 showed consistently lower and stable Young's 

moduli compared to ALG during the same timeframe. Notably, the microbead diameters 

remained stable, showing minimal swelling across all the formulations, as illustrated in Figure 31 

E.   
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Given the significant decrease in mechanical properties of ALG-Gel5, ALG-Gel3 was chosen for the 

rest of the study, and the results were compared to ALG. 

 

Figure 31. ς  Mechanical properties of alginate-based microbeads fabricated with air assisted coaxial airflow: A) Young 

modulus of different microbeads composition at a 20% strain in HBSS; B) Maximal compressive strength at 

rupture; C) Maximum strain at rupture; D) Mechanical stability of alginate-based microbeads in HBSS for 14 days; 

Young modulus at 20% strain, n = 10. E) Bead diameters in HBSS n җ улΦ  ϝ p  лΦлрΤ ϝϝϝ p  лΦллмΦ aŜŀƴҕ{5Φ 

5.4.2.3 Injectability of alginate-based microbeads 

The structural integrity of microbeads was assessed following injection through 21G and 23G 

needles at different volumic fractions (1/1, 1/3, 1/6), as shown in Figure 30. With 21G needle 

(0.514 mm), both formulations, ALG and ALG-Gel3, showed a very low rupture percentage (below 

3 %) with all tested volume fractions. As expected, using the smaller 23G needle (0.337mm) 

during injection resulted in a significantly higher percentage of ruptured microbeads (13-18 %) 

for both formulations. Representative images of ALG-Gel3 microbeads, pre- and post-injections 

are presented in Figure 32 C.   



123 
 

 

Figure 32. ς  Injectability of ALG and ALG-GEL3 microbeads A) with 21 and B) 23 needle gauge C) representative pictures 

of ALG-Gel3 microbeads before and after injection, n җ улл ōŜŀŘǎΤ ǎŎŀƭŜ ōŀǊ рнл ҡƳΦ aŜŀƴҕ{5Φ 

5.4.2.4 Gelatin release and microstructure of microbeads  

As expected, part of the gelatin content of the microbeads is released when they are incubated 

in Milli-v ǿŀǘŜǊ ŀƴŘ I.{{ ōǳŦŦŜǊ ŀǘ от ɕ/ ŦƻǊ м week (Figure 33 A). After a rapid burst release 

within the first hours, gelatin release continued overtime in both conditions. It was found 

consistently higher in the HBSS physiological buffer than in Milli-Q water, the difference being 

significant, at least during the first 3 days. The microstructure of microbeads was evaluated using 

SEM after 7 days of incubation in HBSS (Figure 33 B). ALG microbeads appeared dense, with small 

pores and smooth surfaces. In contrast, the ALG-Gel3 and ALG-Gel5 microbeads exhibited more 

porous microstructures.  
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Figure 33. ς  Release of gelatin and microstructure of microbeads. A) Gelatin (ALG-Gel3) release when incubated in 

different media (HBSS and MilliQ H2h отɕ / n җ уΤ Mean±SD) .B) Microbeads structure observed by SEM after 

ƛƴŎǳōŀǘƛƻƴ ŦƻǊ т Řŀȅǎ ƛƴ I.{{ ŀǘ от ɕ/Σ ŦƻƭƭƻǿŜŘ ōȅ ƭȅƻǇƘƛƭƛzation and gold sputtering.  

5.4.3 Viability and paracrine function of MSC loaded microbeads 

The functionality of the MSC-loaded microbeads was assessed by evaluating the cell viability, 

VEGF release, and the wound closure capability of HUVEC cells cocultured with the MSC-loaded 

microbeads (Figure 34). First, we demonstrated that injection with a 21G needle led to minimal 

rupture of ALG and ALG-Gel3 microbeads and did not impact the viability of MSCs, which 

remained above 88% (Figure 34 A,B).   

Then, cell viability was assessed over 1 week when cultured in complete (10% FBS) or low serum 

(0.2% FBS) media (Figure 34 C). By day 7, the viability of MSC remained over 90% in ALG-Gel3 

microbeads in both media. This was significantly higher than ALG microbeads (97% vs 88% in 10% 

FBS, p < 0.0001 and 93% vs 86% in 0.2% FBS, p < 0.05). This highlights the benefit of using gelatin 

to improve the viability of encapsulated cells. 

The VEGF release from MSC-loaded in ALG-Gel3 (9181±3961 pg/mL of hydrogel) tends to increase 

compared to ALG (8389±4162 pg/mL of hydrogel) with no significant differences observed (Figure 

32D). Both formulations (ALG and ALG-Gel3) demonstrated drastically higher wound closure rates 

compared to the negative control (cell-free microbeads) (Figure 34 E, F; p < 0.001). The closure 

rate tended to be enhanced with ALG-Gel3 compared to ALG (p = 0.055). Moreover, images taken 

at 48 h (Figure 34 G) showed higher HUVEC density in the presence of MSC loaded ALG-Gel3 

microbeads, suggesting enhanced proliferation.  
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Figure 34. ς  Biological activity of encapsulated fresh MSC A) viability of encapsulated MSC 2 hrs after microbeads 

injection through a 21G needle; n = 10. B) Representative contrast phase and Live/dead  images of microbeads 

after injection; C) viability in complete (10% FBS) and low serum (1 day in 10% FBS, 6 days in 0.2% FBS) for 7 days, 

n = 15; D) VEGF release after 3 days in low serum (accumulation of Day 2-пύΣ ƴ җмсΤ 9ύ ²ƻǳƴŘ ŎƭƻǎǳǊŜ ǊŀǘŜ ƻŦ 

I¦±9/ ƛƴ ŎƻŎǳƭǘǳǊŜ ǿƛǘƘ a{/ ƭƻŀŘŜŘ ƳƛŎǊƻōŜŀŘǎ όaŜŀƴύΣ Cύ !ǊŜŀ ǳƴŘŜǊ ǘƘŜ ŎǳǊǾŜ ƻŦ ǿƻǳƴŘ ŎƭƻǎǳǊŜ ǊŀǘŜ ƴҗмсΦ 

G) representative images of initial scratch and after 48 h of incubation, scale bar 520 µm, p < 0.0001: negative 

control vs ALG, ALG-Gel3, positive control; Mean ±SEM. *p < 0.05, ***p < 0.001, c **** p < 0,0001. 

5.4.4 Effect of freezing-thawing on microbeads mechanical properties 

To assess the effect of cryopreservation on the mechanical properties and stability of ALG-Gel3 

microbeads, fresh microbeads were compared to those cryopreserved using a frozen media 

containing trehalose (0.3 M) and DMSO (10%) (Figure 35). The Young modulus of the cell free 

cryopreserved microbeads was slightly lower, without a statistical difference (Figure 35 A), while 

the difference was significant for the compressive strength (p < 0.01; Figure 35 B) and strain (p < 
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0.05 ; Figure 35 C) at rupture.  Cryopreserved microbeads, however, present similar injectability 

through a 21G needle (Figure 35 D) than fresh microbeads, with rupture rates below 3 % when 

injected. Injection through 23G needles (Figure 35 E) leads to more important ruptures (18-30 %).   

¢ƘŜ ¸ƻǳƴƎΩǎ ƳƻŘǳƭǳǎ ƻŦ ŦǊŜǎƘ ŀƴŘ ŦǊŜŜȊŜ-thawed MSC-loaded microbeads was monitored over 7 

days in h MEM supplemented with 10 % FBS (Figure 35 F). While the Young modulus of MSC 

loaded in fresh microbeads increased with time (p < 0.05), the Young modulus of cryopreserved 

microbeads with MSCs remained constant.  

 

 

Figure 35. ς  Mechanical characterization of ALG-Gel3 microbeads cryopreserved in 0.3M10D, in comparison to fresh 

microbeads. A) Young modulus (n = 20) ; B) maximum compressive force at rupture (n җ млύΤ /ύ ƳŀȄƛƳǳƳ 

deformation at rupture (n җ млύΤ 5Σ9ύ .ŜŀŘǎ ǊǳǇǘǳǊŜ ǊŀǘŜ ŀŦǘŜǊ ƛƴƧŜŎǘƛƻƴ ǘƘǊƻǳƎƘ  нмD ό5ύ ŀƴŘ ноD ό9ύ ƴŜŜŘƭŜǎ όn 

җ плл ōŜŀŘǎύ Τ Cύ a{/-ƭƻŀŘŜŘ ƳƛŎǊƻōŜŀŘǎ ƪŜǇǘ ǘƘŜƛǊ ƳŜŎƘŀƴƛŎŀƭ ǇǊƻǇŜǊǘƛŜǎ ǿƘŜƴ ŎǳƭǘǳǊŜŘ ƛƴ ʰa9a ŦƻǊ м ǿŜŜƪΣ 

(n җ млύΦ aŜŀƴҕ{9aΦ 
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5.4.5 Freezing thawing on viability and paracrine activity of the MSC 

The impact of cryopreservation on the viability, VEGF secretion, and pro-angiogenic function of 

MSC-loaded alginate-gelatin microbeads was assessed (Figure 36). Cryopreservation significantly 

decreased MSC viability on day 1 compared to fresh MSCs (Figure 36 A,B). The reduction was 

important with cryopreservation media containing only 2 % DMSO (only about 60 % viability), but 

much less with 10 % DMSO (about 80 % viability). On Day 7, cells cryopreserved with 0.3M10D 

showed the best recovery, close to the viability of fresh MSCs. Compared to fresh MSCs, 

cryopreserved MSCs showed a significant decrease in VEGF release from MSC-loaded microbeads 

(p< 0.001) (Figure 36 C). Yet, wound closure assays (Figure 36 D,E) showed very close rates for 

fresh and cryopreserved MSCs, suggesting that cryopreservation of MSC-loaded microbeads with 

0.3M10D does not significantly reduce their pro-angiogenic function. Both fresh and 

cryopreserved greatly improve the wound closure compared to the control group (cell-free 

alginate-based microbeads). 
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Figure 36. ς  Effect of cryopreservation on the biological activity of the encapsulated MSC. A) viability of 

fresh/cryopreserved MSC after 7 days (4 days in 10% FBS and 3 days in 0.2% FBS) as a function of 

ŎǊȅƻǇǊŜǎŜǊǾŀǘƛƻƴ ƳŜŘƛŀ όлΦнaн5ҐлΦнa ǘǊŜƘŀƭƻǎŜҌн҈ 5a{hύ όƴ җ фύΤ .ύ [ƛǾŜκŘŜŀŘ ƛƳŀƎŜǎ ƻƴ Řŀȅ тΤ /ύ ±9DC 

release of fresh/cryoprŜǎŜǊǾŜŘ ŎŜƭƭǎ ŘǳǊƛƴƎ о Řŀȅǎ ƛƴŎǳōŀǘƛƻƴ ƛƴ лΦн҈ C.{ όƴ җ фύΤ 5ύ ²ƻǳƴŘ ŎƭƻǎǳǊŜ ƻŦ I¦±9/ 

ŎƻŎǳƭǘǳǊŜŘ ǿƛǘƘ ŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘŜŘ ŎŜƭƭǎ όŦǊŜǎƘκŎǊȅƻǇǊŜǎŜǊǾŜŘύόƴ җ мтύΤ 9ύ !ǊŜŀ ǳƴŘŜǊ ǘƘŜ ŎǳǊǾŜ ƻŦ ǿƻǳƴŘ ŎƭƻǎǳǊŜ όƴ җ 

мтύΦ ϝǇ  0.05; *ϝϝǇ  лΦллмΤ ϝϝϝϝǇ  0.0001. 

5.4 Discussion  

The study aimed to create cryopreservable injectable MSC-loaded microbeads, as an easy 

clinically transferable cell therapy product for the treatment of ischemic diseases.  While several 

teams have proposed injectable scaffolds for MSC-based cell therapy (21, 264), only a limited 

number have been tested in clinical trials (92, 93) and none have reached commercialization to 

date (95). This can be attributed to the complexity of biomaterials and/or protocol fabrication, 

which makes them challenging to implement for large-scale production under good 

manufacturing practice (GMP). Additionally, the use of chemical compounds, solvents or oil-

based agents can further prolong the timeline of regulatory approval of the final product (95). 
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To address these limitations, we developed a simple oil-free fabrication method and used natural 

biopolymers without any toxic chemicals and material modifications. This method generates 

MSC-loaded alginate-gelatin microbeads with excellent viability, sustained paracrine function, 

injectability, narrow size distribution, mechanical stability, and the ability to maintain pro-

angiogenic activity even after cryopreservation.  Gelatin and alginate are already used in various 

FDA-approved products (94, 265). They are cheap, and recent studies have established their 

excellent biocompatibility and low immunogenicity, making them suitable for various therapeutic 

applications, including wound healing, cartilage regeneration, and blood vessel formation (125, 

258, 266). Gelatin was added to alginate to promote better cell adhesion and pro-angiogenic 

function (267). Compared to pure alginate, alginate-gelatin increased the viability of encapsulated 

MSCs and enhanced the paracrine effects of the product, as shown by the rapid closure of a 

scratched endothelial layer. These findings corroborate previous studies showing the advantages 

of using gelatin to optimize the viability and function of stem cells (141, 266, 268).  

For easy clinical transfer of biomaterial cell-based products, fabrication methods should ensure 

reproducibility and consistency of size distribution carried out under sterile conditions to ensure 

safety when injected into patients. We successfully created sterile ALG-Gel3 microbeads with a 

400 - 500 µm diameter and a coefficient of variation near 14%. Other encapsulation methods, 

including atomizing, vibrating, and stirred emulsification, have been associated with higher 

variability, which can affect both the injectability and the reproducibility of the cell load (135, 266, 

269). In addition, methods such as oil-based emulsification and microfluidic methods, though 

widely used, are limited by residual oil contamination that can lead to cytotoxicity and 

inflammatory responses (270), an important obstacle to commercialization.  

ALG-Gel3 beads, fresh or cryopreserved, present a YoungΩǎ modulus around 2 kPa. Soft hydrogels 

ǿƛǘƘ ŀ ¸ƻǳƴƎΩǎ ƳƻŘǳƭǳǎ ŀǊƻǳƴŘ мς10 kPa are beneficial to mimic the stiffness of native soft 

tissues, supporting MSC multipotency without loss of their stemness (271).   

For minimally invasive procedures, microbeads must be injected through small diameter needles. 

Our study demonstrated that alginate-gelatin microbeads are injectable through 21-gauge 

needles with excellent cell viability and minimal rupture. However, using narrower needles, such 
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as 23G, logically increased microbeads rupture. Smaller beads could be created to enhance 

injectability through 23-27G, using an electrostatic beads generator as reported Yu and coworkers 

(272) with alginate-RGD.  

For clinical transfer, the stability and storability of the cell-loaded beads is also key. While saline 

solutions such as PBS and NaCl 0.9 % can cause swelling or degradation of alginate-based 

microbeads (136, 255, 273), we showed that incubating the alginate-based microbeads in HankΩǎ 

Balanced Salt Solution (HBSS) and culture media resulted in stable beads with consistent diameter 

over time. HBSS is a solution that mimics physiological conditions, with balanced ions and 

osmolality (270-305 mosmol/kg). The presence of calcium chloride (1.26 mM) in the HBSS buffer 

may contribute to both microbead stability and hydrogel matrix reinforcement. Moreover, we 

added serum albumin to the crosslinking bath to help stabilize the beads, as previously shown by 

Schneider et al. (263) on alginate microbeads crosslinked with baryium chloride (BaCl2). For 

clinical applications, the BSA will be replaced by HSA.  

In addition, preserving encapsulated cell products through cryopreservation is crucial for 

developing off-the-shelf allogenic cell therapy products that can be stored long-term while 

maintaining viability and paracrine function. Using clinically approved, serum-free freezing media 

ensures safety and easy regulatory compliance by the FDA. The combination of DMSO and culture 

media with FBS is currently the most commonly used freezing media to cryopreserve cell-loaded 

microbeads (140, 170, 173, 178), but its clinical use is not recommended, as it may introduce 

xenogenic proteins into the cell product and lead to immune reactions.  In this study, the use of 

a CPA freezing media consisting of trehalose 0.3M + 5 % BSA + 10 % DMSO allowed to preserve 

microbeads morphology, as well as good cell viability (around 80 %) and proangiogenic function 

in co-culture with HUVEC, despite a significant reduction in VEGF release. Other studies 

highlighted the benefits of trehalose in protecting cells such as dendritic cells and human adipose-

derived stem cells (274, 275) and the integrity of microbeads after cryopreservation (179).  A 

phase 2 clinical trial also reported the use of trehalose in reducing vascular inflammation in acute 

coronary syndrome (NCT03700424). Furthermore, trehalose has received FDA approval as a 

cryoprotectant in freeze-dried food products (276). Once BSA replaced by human serum, this 

would form a xeno-free freezing media for the preservation of encapsulated cell therapeutic 
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products. However, the cryopreservation process could be further optimized. Moreover, dynamic 

instead of static culture methods may enhance cell survival within the beads during culture (277). 

To the best of our knowledge, this study is the first to report a complete physico-mechanical and 

biological characterization of cryopreservable microbeads suitable for in vivo injection. Other 

works generally lack reporting data on mechanical property, injectability and stability of 

cryopreserved microbeads (140, 170, 173, 178). Other systems were just developed for in vitro 

proliferation and storage. This is the case of PLGA (poly lactic-co-glycolic acid) microbeads coated 

with Matrigel®  (xenogenic) and seeded with MSCs (174). While they achieved higher cell viability 

post-cryopreservation (90 %), such system cannot be used in clinic. Secondly, cells seeded onto 

those porous microbeads are not protected from the immune system. And finally, PLGA 

degradation leads to the accumulation of lactic and glycolic acids that might induce significant 

inflammation and fibrous encapsulation (278). In contrast, in our system, cells are encapsulated 

within oil-free microbeads composed of alginates and gelatin already used in clinic and known to 

generate very little inflammation. Moreover, the encapsulation should protect cells from immune 

system attacks and leads to longer cell survival and paracrine effects on the surrounding tissues.  

5.6 Conclusion 

This study presents a promising approach to create MSC-based cell therapy products to improve 

pro-angiogenic function for the treatment of ischemic diseases. We developed injectable and 

cryopreservable alginate-gelatin microbeads that maintain high cell viability, effective paracrine 

function, and structural integrity post-cryopreservation. Our results also show that the 

microbeads exhibit excellent mechanical stability, injectability with 21G needles, and therapeutic 

potential, making them a promising off-the-shelf therapeutic product for minimally invasive 

delivery. However, certain limitations remain. We observed a reduction in VEGF release following 

cryopreservation, highlighting the need to further optimize the cryopreservation process. Future 

studies should also validate the efficacy of these microbeads in preclinical ischemic models to 

confirm their therapeutic potential and analyze a broader range of paracrine factors beyond VEGF 

for a comprehensive understanding of their regenerative capabilities. This research paves the way 

for affordable and effective cellular therapies that are compatible with allogeneic treatments.  
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5.8 Supplemental information 

 

Figure 8S Solubility of 1.5% (w/v) CaCl2 in different media at room temperature. We observed low solubility of CaCl2 

in culture medium and PBS due to the reaction of calcium and phosphate ions to give calcium phosphate. The 
solubility of CaCl2 was excellent in MilliQ water. 
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Figure 9S Correlation between osmolality and CaCl2 concentration (w/v) dissolved in milli-Q water. Osmolality of 
CaCl2 showed the linear increase with the concentration (R2= 0.99). The physiological osmolality (300 mosmol/kg) 

threshold is indicated by the blue dotted line.  1.5% (w/v) was selected for the crosslinker bath. 

 

  

Figure 10S Effect of air pressure on A) microbead diameter, B) size distribution and C) circularity, D) Illustrative 
pictures G30 0.1ml/min, 1.5% CaCl2 Milli-v ǿŀǘŜǊ отɕ/ CƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴ ǳǎŜŘ ŀƭƎƛƴŀǘŜ ƎŜƭŀǘƛƴ ƴ җ млу ōŜŀŘǎΣ ϝǇ  

0.0001 
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Figure 11S Effect of flow rate A) microbead diameter, B) size distribution and C) circularity, D) illustrative pictures. 
G30 -0.40PSI, 1.5% CaCl2 in Milli-v ǿŀǘŜǊ ŀǘ отɕ/Σ м҈ .{! CƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴ ǳǎŜŘ ŀƭƎƛƴŀǘŜ ƎŜƭŀǘƛƴ ƴ җ млу ōŜŀŘǎ 

 

 

Figure 12S Effect of BSA concentration A) microbead diameter, B) size distribution and C) circularity, D) Illustrative 
pictures G30 -0.40PSI, 1.5% CaCl2 in Milli-v ǿŀǘŜǊ ŀǘ отɕ /Σ лΦм ƳƭκƳƛƴΣ ǇI ƻŦ ǘƘŜ ŎǊƻǎǎƭƛƴƪŜǊ ǎƻƭǳǘƛƻƴǎ CƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴ 

ǳǎŜŘ ŀƭƎƛƴŀǘŜ ƎŜƭŀǘƛƴ ƴ җ пр ōŜŀŘǎ 
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Figure 13S Viability of MSC loaded alginate-gelatin microbeads with 152 µm nozzle G30 -.0.40PSI (2.8kPa), 0.1 
ml/min 1.5% CaCl2 in Milli-v ǿŀǘŜǊ ŀǘ отɕ/Σ м҈ .{! 

 

Figure 14S Young modulus of cell-free CH-DŜƭо ƳƛŎǊƻōŜŀŘǎ ǎǘƻǊŜŘ ǿƛǘƘ ŘƛŦŦŜǊŜƴǘ ŦǊŜŜȊƛƴƎ ƳŜŘƛŀ ŀǘ нл҈ ǎǘǊŀƛƴ ƴ җ п 
on day 0 

 

Figure 15S Biological activity of encapsulated fresh MSC in ALG-Gel5 microbeads. A) Viability in complete (10%FBS)  
and low serum (1 day in 10%FBS, 6 days in 0.2%FBS) for 7 days, n=15; B) VEGF release after 3 days in low serum 

(accumulation of Day 2-пύΣ ƴҗмсΤ 5ύ ²ƻǳƴŘ ŎƭƻǎǳǊŜ ǊŀǘŜ ƻŦ I¦±9/ ƛƴ ŎƻŎǳƭǘǳǊŜ ǿƛǘƘ a{/ ƭƻŀŘŜŘ ƳƛŎǊƻōŜŀŘǎΣ ƴҗмсΦ  
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Chapitre 6 ς Discussion générale 

6.1 Rappel des objectifs et des principaux résultats 

Les thérapies cellulaires basées sur les CSM apparaissent comme une voie de traitement 

minimalement invasive prometteuse pour les tissus ischémiques. Toutefois, des obstacles 

subsistent, notamment la mortalité importante, la faible rétention des cellules limitée dans les 

tissus lésés, ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ ǾŀǊƛŀōƛƭƛǘŞ ŘŜ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ (84). Ces limitations soulignent 

ƭŀ ƴŞŎŜǎǎƛǘŞ ŘΩƻǇǘƛƳƛǎŜr ces cellules pour maximiser leur efficacité thérapeutique. 

Dans cette thèse, nous avons combiné deux stratégies complémentaires pour surmonter ces 

défis. [ΩŜncapsulation cellulaire dans une matrice injectable et le prétraitement pharmacologique 

des CSM visent à développer un produit cellulaire optimisé avec des méthodes de fabrication 

cytocompatibles adaptables pour une production à grande échelle en vue du traitement 

allogénique des maladies ischémiques. /Ŝ ŘŞǾŜƭƻǇǇŜƳŜƴǘ ǎΩŀǊǘƛŎǳƭŀƛǘ ŀǳǘƻǳǊ ŘŜ three principaux 

objectifs. 

5ŀƴǎ ǳƴ ǇǊŜƳƛŜǊ ǘŜƳǇǎΣ ƴƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ƳƻƴǘǊŞ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ sur des cellules 

encapsulées dans un hydrogel à base de chitosane thermosensible. Les résultats montrent que le 

préconditionnement augmente non seulement la résistance des CSM exposées dans des 

conditions hostiles (faible quantité de nutriments) en améliorant significativement leur survie, 

Ƴŀƛǎ ŀǳǎǎƛ ǉǳΩƛƭ ŜƴǘǊŀƞƴŜ ǳƴŜ ƘŀǳǎǎŜ ŎƻƴǎƛŘŞǊŀōƭŜ ŘŜ ƭŀ ƭƛōŞǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ŎŜǊǘŀƛƴǎ ŦŀŎǘŜǳǊǎ ǇŀǊŀŎǊƛƴǎ 

ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜǎΦ /ŜǘǘŜ ƘŀǳǎǎŜ Ŝǎǘ ŘΩŀǳ Ƴƻƛƴǎ ǘrois fois plus de VEGF et deux fois plus de SDF-

мʰΣ ǇŀǊ ǊŀǇǇƻǊǘ ŀǳȄ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƴƻƴ ǘǊŀƛǘŞŜǎΦ /Ŝƭŀ ǎŜ ǘǊŀŘǳƛǘΣ ŘΩǳƴŜ ǇŀǊǘΣ ǇŀǊ ǳƴŜ ŀǳƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ 

prolifération et de la migration des HUVECs in vitro Ŝǘ ŘΩŀǳǘǊŜ ǇŀǊǘΣ ǇŀǊ ƭŀ ŦƻǊƳŀǘƛƻƴ ŘŜ ǾŀƛǎǎŜŀǳȄ 

Řŀƴǎ ƭŀ ȊƻƴŜ ŘΩƛƳǇƭŀƴǘŀǘƛƻƴ ƛƴ ǾƛǾƻ après une semaine. Ces résultats établissent ainsi le potentiel 

de cette approche pour des applications thérapeutiques de néovascularisation.  

Le deuxième objectif visait à optimiser davantage le produit cellulaire en modifiant le format de 

ƭΩƘȅŘǊƻƎŜƭ ǇŀǊ ƭŀ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ Ǿƛŀ ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴΦ Cela devrait favoriser 

une meilleure diffusion des nutriments, ŘŜ ƭΩƻȄȅƎŝƴŜ et une vascularisation rapide du tissu 

ischémique (122). Nous avons ŀƴŀƭȅǎŞ ƭΩƛƴŦƭǳŜƴŎŜ de la composition des hydrogels sur la survie, 
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ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ ŘŜǎ CSM, leur injectabilité et leurs propriétés mécaniques. Les microbilles de 

chitosane et de chitosane-gélatine ont surpassé ŎŜƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Ŝƴ ǘŜǊƳŜǎ ŘŜ ǾƛŀōƛƭƛǘŞ 

(respectivement 70 % et 80 % contre 35 ҈ ǇƻǳǊ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜύΣ ŘΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ ŀŎŎǊǳŜ όмм Ŧƻƛǎ 

Ǉƭǳǎ ŘŜ ±9DC ƭƛōŞǊŞύΣ ŘΩƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞ ŀƳŞƭƛƻǊŞŜ όмл-12 % de billes rupturées contre 30 % pour 

ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ƭƻǊǎ ŘŜ ƭΩƛƴƧection par aiguille 23G), et de propriétés mécaniques solides avec une 

déformation plastique sans rupture jusǉǳΩŁ ул % de compression. De plus, nous avons confirmé 

ǉǳŜ ƭŜǎ ōŞƴŞŦƛŎŜǎ Řǳ ǇǊŞǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ǇƘŀǊƳŀŎƻƭƻƎƛǉǳŜ ǎΩŀǇǇƭƛǉǳŜƴǘ ŀǳǎǎƛ Ł ŎŜ ŦƻǊƳŀǘ ŘŜ ƳŀǘǊƛŎŜ 

en évaluant leur survie et leur activité paracrine et proangiogénique avant et après 

cryopréservation. Le prétraitement des CSM avec le célastrol a significativement augmenté leur 

survie et la sécrétion de VEGF, avec une hausse de 40 % pour la concentration de 1 µM. Les 

cellules prétraitées ont significativement augmenté de 20% la migration et prolifération dans un 

modèle de coculture in vitro par rapport aux cellules non traitées.  /ƻƳǇǘŜ ǘŜƴǳ ŘŜ ƭΩƛƳǇƻǊǘŀƴŎŜ 

de la capacité à conserver et à expédier le produit cellulaire vers les centres de soins de santé, 

nous avons également démontré la faisabilité de la cryopréservation des CSM encapsulées dans 

des microbilles de chitosane-gélatine. [Ŝ ƳƛƭƛŜǳ ŘŜ ŎǳƭǘǳǊŜ ƭŜ Ǉƭǳǎ ǇŜǊŦƻǊƳŀƴǘ ǎΩŜǎǘ ŀǾŞǊŞ şǘǊŜ ƭŜ 

mélange de PLA+5%BSA+10%DMSO, qui a permis de maintenir leur viabilité à 75 % après une 

semaine de culture. Les microbilles cryopréservées peuvent être injectées avec une aiguille 23G 

et résistent à la compression (80 %), tout en conservant leurs propriétés mécaniques. Enfin, les 

cellules cryopréservées ont stimulé la vitesse de migration et de prolifération des HUVEC, avec 

une efficacité proche de celle des cellules fraîches. Cela confirme que leurs fonctions 

proangiogéniques sont conservées après cryopréservation, même si le relargage de VEGF est 

moins important chez les cellules cryopréservées.  

Dans la continuité du développement, le troisième objectif était de proposer une méthode de 

fabrication de microbilles injectables et cryopréservables avec une meilleure distribution de taille, 

une excellente survie et activité proangiogénique des CSM répondant mieux aux exigences 

réglementaires pour un usage en clinique. [Ŝǎ ƳƛŎǊƻǎǇƘŝǊŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine ont démontré 

ǳƴŜ ƳŜƛƭƭŜǳǊŜ ŘƛǎǘǊƛōǳǘƛƻƴ ŘŜǎ ǘŀƛƭƭŜǎ ǇŀǊ ǊŀǇǇƻǊǘ Ł ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ό/± ŘŜ мп % pour 

ƭΩ![D ŎƻƴǘǊŜ ор % pour le CH). Elles ont également montré une excellente viabilité (җ90%). Les 

microsphères se sont avérées plus injectables avec moins de 3 % de rupture avec une aiguille de 
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21G, mais moins efficaces avec une aiguille de 23G. Après cryoconservation avec du tréhalose 

(0,3M) et une combinaison de 5 % de BSA et 10 % de DMSO, les microbilles ont permis de 

maintenir une viabilité cellulaire élevée (80 % après 7 jours) et une activité proangiogénique 

légèrement inférieure à celles des cellules fraîches. Cependant, une baisse significative de la 

libération de VEGF a été observée. Les propriétés mécaniques ont diminué, mais les microbilles 

ont conservé leur morphologie après injection avec une aiguille de 21G. Ce système ne peut 

malheureusement pas être utilisé pour produire des microbilles de chitosane, en raison de sa 

viscosité élevée et de sa gélification plus lente.  

" ƭΩƛǎǎǳŜ ŘŜ ce travail, deux produits cellulaires sous forme de microbilles ont donc été 

développés. La section suivante discutera des principaux résultats de leurs avantages et 

inconvénients respectifs. 

6.2 Études comparatives des formulations optimisées selon le cahier 

des charges 

6.2.1 Tableau récapitulatif 

Le tableau 11 présente une comparaison entre les formulations de microbilles à base de 

chitosane-gélatine et alginate-gélatine. Les résultats montrent des avantages et des limites 

spécifiques. Ces informations aideront à orienter le choix de la meilleure option pour développer 

un produit cellulaire répondant aux exigences cliniques. Une analyse plus détaillée sera présentée 

à la section 6.2.2. 
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Catégories /ǊƛǘŝǊŜǎ ŘΩŞǾŀƭǳŀǘƛƻƴ Chitosane-gélatine Alginate-gélatine 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Format hydrogel 

Biodégradabilité Biodégradable Alginate pas 
biodégradable 

Méthodes de 
fabrication 

Émulsification 
agitée à base 
ŘΩƘǳƛƭŜ ƳƛƴŞǊŀƭŜ 

/ƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊ 
sans huile 
(extrusion) 

Distribution de taille Importante 
distribution de 
taille (CV=35 %) 

Faible distribution 
de taille 

(CV=14 %) 

Injectabilité 21G : excellente 
23G : Moyenne 

21G : excellente 
   23G : Faible 

Propriétés mécaniques 
à la compression 

Pas de rupture 
ƧǳǎǉǳΩŁ ул % 

Rupture à 60 % 

 
Stabilité mécanique 

Stable dans les 
milieux 

physiologiques 
(PLA, PBS) 

Stabilité limitée 
dans PBS, Nacl0,9 

%, PLA 

Relargage de la gélatine 
à 37 ɕ/ 

Faible relargage  
(10 % après 7 jours) 

Important 
relargage 

(20 % après 7 jours) 

 
 
 
 
 
 
Efficacité 
thérapeutique 
 (In vitro) 
 
 
 
 
 

Survie des CSM dans le 
milieu de culture 
(aMEM10%FBS) 

 
              80 % 

 
>90 % 

Accumulation Relargage 
de VEGF (Jour2-4) 
όǇƎκƳƭ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭύ 

 
7431 ± 699 

 
9000 ± 933 

Accumulation Relargage 
de VEGF (Jour5-7) 
όǇƎκƳƭ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭύ 

 
16903 ± 1428 

 

 
11554 ± 6384 

Aire sous la courbe 
(AUC) de la vitesse de 

migration et 
prolifération des HUVEC  

  (scratch test) 

 
 

2985 ± 136 

 
 

3150 ± 109 

 
 
 
 
 
 

Cryopréservation 
(Cellules 

encapsulées) 
 
 
 
 
 

 

Milieu de congélation PlasmalyteA+BSA+
DMSO 

Tréhalose+BSA+ 
DMSO 

Injectabilité 21G : Excellente 
23G : Bonne 

21G : Excellente 
23G : Très faible 

Propriétés mécaniques 
à la compression. 

Pas de rupture 
ƧǳǎǉǳΩŁ ул % 

Rupture à 50 % 

Viabilité des CSM après 
Cryopréservation 

 
75 % 

 
90 % 

Accumulation Relargage 
de VEGF(Jour 5-7) 
όǇƎκƳƭ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭύ 

 
8780 ± 4390 

 
2430 ± 769 

(AUC) de la vitesse de 
migration et 

prolifération des HUVEC  

 
 

3100 ± 968 

 
 

2800 ± 769 

Tableau 11. ς  (Comparaison des produits cellulaires optimisés) 
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6.2.2 Analyse comparative des propriétés des microbilles 

[Ωǳƴ ŘŜǎ ŀǎǇŜŎǘǎ ŎƭŞǎ Řǳ ŎŀƘƛŜǊ ŘŜǎ ŎƘŀǊƎŜǎ Ŏƻƴǎƛǎǘŀƛǘ Ł ŎƘƻƛǎƛǊ ŘŜǎ ƳŀǘǊƛŎŜǎ ƛƴƧŜŎǘŀōƭŜǎΣ 

ōƛƻŎƻƳǇŀǘƛōƭŜǎ ǉǳƛ ƻƴǘ ŘŞƧŁ Ŧŀƛǘ ƭΩƻōƧŜǘ ŘΩŞǘǳŘŜǎ ŎƭƛƴƛǉǳŜǎΣ Řƻƴǘ ƭŀ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ǇŜǳǘ 

se réaliser avec des méthodes cytocompatibles, sans ajout de solvants organiques ni de composés 

chimiques. Selon le site web clinicals ǘǊƛŀƭǎΦƎƻǳǾΣ ƭŜǎ ƳŀǘǊƛŎŜǎ ŎƻƳǇƻǎŞŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ de chitosane 

et de gélatine ƻƴǘ Ŧŀƛǘ ƭΩƻōƧŜǘ ŘŜ ƴƻƳōǊŜǳǎŜǎ ǊŜŎƘŜǊŎƘŜǎ ŎƭƛƴƛǉǳŜǎ Řŀƴǎ ƭŜ ŘƻƳŀƛƴŜ ŘŜ ƭŀ ƳŞŘŜŎƛƴŜ 

régénérative, notamment pour la régénération du cartilage et la cicatrisation des plaies. De plus, 

on peut se procurer ces matrices à des prix abordables. Leurs mécanismes de gélification 

permettent la fabrication des microbilles par des méthodes simples, sans modifications chimiques 

ni ajout de solvants organiques. Pour cette raison, nous avons choisi ces matrices, qui proviennent 

toutes deux de sources naturelles et sont biocompatibles.  

[ΩŞǘǳŘŜ ŎƻƳǇŀǊŀǘƛǾŜ ŘŜǎ ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘŜǎ ŦƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴǎ ƻǇǘƛƳƛǎŞŜǎ ŎƻƳǇǊŜƴŘǊŀ ƭŜǎ 

méthodes de fabrication, incluant leur distribution de taille, injectabilité, propriétés mécaniques 

et stabilité. 

6.2.2.1 Méthode de fabrication et distribution de taille 

[Ŝǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine, fabriquées grâce au système coaxial Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊ, ont présenté 

une distribution de taille significativement réduite (CV de 14%) comparativement à celles des 

microbilles de chitosane-gélatine (CV de 35%) ǇǊŞǇŀǊŞŜǎ ǇŀǊ ŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴΦ 5ΩŀǳǘǊŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ƻƴǘ 

montré une distribution ŞƭŜǾŞŜ ŘŜ ǘŀƛƭƭŜ ŀǾŜŎ ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴ (135, 218, 238). Une 

répartition inégale du diamètre des microbilles peut considérablement affecter des paramètres 

cruciaux, comme ƭΩƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞ (qui augmente le risque de rupture des microbilles volumineuses), 

la répartition des cellules dans les microbilles, ce qui peut conduire à une libération non 

reproductible des facteurs paracrins.  

[ΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ǇŀǊ ƭŀ ƳŞǘƘƻŘŜ ƳƛŎǊƻŦƭǳidique pourrait être utilisée pour améliorer de la 

ŘƛǎǘǊƛōǳǘƛƻƴ ŘŜ ǘŀƛƭƭŜΣ ŎƻƳƳŜ ƴƻǳǎ ƭΩŀǾƻƴǎ ŘΩŀƛƭƭŜǳǊǎ ƴƻǳǎ-mêmes montré dans les travaux menés 

par Shin, Touani (238). Toutefois, il est crucial de garantir une utilisation sûre des microbilles en 

ŞƭƛƳƛƴŀƴǘ ǘƻǳǘŜǎ ƭŜǎ ǘǊŀŎŜǎ ŘΩƘǳƛƭŜΦ Pour ce faire, deux méthodes sont envisageables : LΩŀƧƻǳǘ ŘŜ 

ǎǳǊŦŀŎǘŀƴǘǎ ǇƻǳǊǊŀƛǘ şǘǊŜ ŜŦŦƛŎŀŎŜ ǇƻǳǊ ŞƭƛƳƛƴŜǊ ƭŜǎ ǊŞǎƛŘǳǎ ŘΩƘǳƛƭŜ ǊŜǎǘŀƴǘǎ ŀǳǘƻǳǊ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ 
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(279, 280). Lƭ ŦŀǳŘǊŀƛǘΣ Řŀƴǎ ŎŜ ŎŀǎΣ ŘŞƳƻƴǘǊŜǊ ƭΩŞƭƛƳƛƴŀǘƛƻƴ ŎƻƳǇƭŝǘŜ Řǳ surfactant dans le produit 

cellulaire. Ceci peut être réalisé par des rinçages successifs des microbilles avec des solutions 

tampons.  Lƭ ǎŜǊŀƛǘ ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘΩŜƴǾƛǎŀƎŜǊ ǳƴŜ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘŜ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ des microbilles sans ajout 

ŘΩƘǳƛƭŜΣ Ǉƭǳǎ ǎǶǊŜΣ adaptée aux solutions à viscosité élevée, comme le chitosane. 

RECOMMANDATION 1 : Il serait intéressant ŘΩŜȄǇƭƻǊŜǊ ǳƴŜ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘŜ fabrication de microbilles 

sans huile qui soit compatible avec la réticulation du chitosane-gélatine, dans le but ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŜǊ 

leur distribution en taille. Une approche prometteuse consisterait à ajuster le procédé de 

fabrication du chitosane-génépine élaboré par Stager, Erickson (281)Σ Ŝƴ ƭΩŀǎǎƻŎƛŀƴǘ Ł  ƭΩŜȄǘǊǳǎƛƻƴ 

ŘŜ ƭŀ ǎƻƭǳǘƛƻƴ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭ ŀǾŜŎ ƭŜ ǎȅǎǘŝƳŜ PICO Pulse  de Nordson EFD. Ce système reposera sur un 

contrôle précis de la formation de microgouttelettes de solution ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭ ŘŜ ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ 

ǘƘŜǊƳƻǎŜƴǎƛōƭŜ Řŀƴǎ ǳƴ ōŀƛƴ ŎƘŀǳŦŦŞ Ł отɕ / ŎƻƴǘŜƴŀƴǘ ŘŜ ƭŀ ƎŞƴŞǇƛƴŜΣ ǳƴ ŀƎŜƴǘ ŘŜ ǊŞǘƛŎǳƭŀǘƛƻƴ 

naturel. Les paramètres de viscosité et de tensioactif du bain de réticulation doivent être pris en 

considération. Ce système fonctionne avec des fluides à faible ou à forte viscosité (supérieure à 

7000 mPa.s). Pour garantir une fabrication optimale, il faudra tenir compte de la pression et du 

temps de dosageΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳŜ ŘŜ ƭΩƻǳǾŜǊǘǳǊŜ ŘŜ ƭŀ ǾŀƭǾŜ (pour éviter les irrégularités). La taille de 

ƭΩŀƛƎǳƛƭƭŜ ŘΩŜȄǘǊǳǎƛƻƴ est aussi importante (282). 

6.2.2.2 Propriétés mécaniques, injectabilité et stabilité 

Les microbilles de chitosane-gélatine ont démontré une meilleure injectabilité et une résistance 

ŀŎŎǊǳŜ Ł ƭŀ ŎƻƳǇǊŜǎǎƛƻƴ ǉǳŜ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine. Elles sont donc une option 

prometteuse pour les chirurgies minimalement invasives nécessitant des aiguilles fines. Nos 

ǊŞǎǳƭǘŀǘǎ ǎƻƴǘ ŀŎŎƻǊŘ ŀǾŜŎ ƭΩŞǘǳŘŜ ƳŜƴŞŜ ǇŀǊ Alinejad, Bitar (218). Les meilleures propriétés 

mécaniques observées avec les ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘŜ ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ ǇŜǳǾŜƴǘ ǎΩŜȄǇƭƛǉǳŜǊ ǇŀǊ ƭŀ ǇǊŞǎŜƴŎŜ de 

ƭΩƘȅŘǊƻƎŞƴƻŎŀǊōƻƴŀǘŜ sodium (SHC, NaHCO3ύ Řŀƴǎ ƭΩŀƎŜƴǘ ƎŞƭƛŦƛŀƴǘΦ Assaad, Maire and Lerouge 

(132) ont montré que la synergie des bases faibles solutions de SHC et tampon phosphate (PB) 

ǳǘƛƭƛǎŞǎ ŎƻƳƳŜ ƭΩŀƎŜƴǘ ƎŞƭƛŦƛŀƴǘΣ ŀǳƎƳŜƴǘŜ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŜƳŜƴǘ ƭŜ ƳƻŘǳƭŜ ŘΩŞƭŀǎǘƛŎƛǘŞ ŘŜ ƭΩƘȅŘǊƻƎŜƭ 

ŀǇǊŝǎ нпƘ ŘΩƛƴŎǳōŀǘƛƻƴ Ł отɕ /Φ [ŀ ǇǊŞǎŜƴŎŜ Řǳ {I/ ŦŀǾƻǊƛǎŜ ǳƴŜ ƴŜǳǘǊŀƭƛǎŀǘƛƻƴ ƘƻƳƻƎŝƴŜ ŘŜǎ 

groupements amines protonés du chitosane, réduisant les forces de répulsion entre les chaînes 

de chitosane. LΩŀǳƎƳŜƴǘŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǘŜƳǇŞǊŀǘǳǊŜ à отɕ / entraîne une réaction acido-basique dite 

ζde transfert de protons» du groupement amine (NH3+) du chitosane vers les ions 
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hydrogénocarbonate (I/hїѐ) et hydrogénophosphate (HPO4
2-) réduisant de façon uniforme les 

répulsions électrostatiques des chaînes du chitosane, ce qui conduit à une réticulation physique 

du gel (132). On doit aussi noter que les deux matrices ont des poids moléculaires 

significativement différents soit 150ς250 kDa pour le chitosane et 14ς40 kDa ǇƻǳǊ ƭΩŀlginate. Le 

ŦŀƛōƭŜ ǇƻƛŘǎ ƳƻƭŞŎǳƭŀƛǊŜ ŘŜ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ǇŜǳǘ aboutir à des réticulations moins denses, ce qui peut 

conduire à des microbilles plus souples et fragiles mécaniquement. 

 [ΩŀƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭŀ ǊŞǎƛǎǘŀƴŎŜ ƳŞŎŀƴƛǉǳŜ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Ł ƭŀ ŎƻƳǇǊŜǎǎƛƻƴ ǇƻǳǊǊŀƛǘ 

optimiser ƭΩƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞ en diminuant leur pourcentage de rupture lors de ƭΩŀŘƳƛƴƛǎǘǊŀǘƛƻƴ (voir la 

recommandation 2). bƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ƻōǎŜǊǾŞ ǳƴŜ ŜȄŎŜƭƭŜƴǘŜ ƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Ŝǘ 

ŘŜ ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ ŀǾŜŎ ƭΩŀƛƎǳƛƭƭŜ 21 G. Les microbilles à base de chitosane se sont injectées encore 

mieux avec une aiguille 23G, probablement grâce à leur capacité à mieux résister aux contraintes 

de cisaillement élevées. /Ŝǎ ǘŀƛƭƭŜǎ ŘΩŀƛƎǳƛƭƭŜǎ ǎƻƴǘ ŎƭƛƴƛǉǳŜƳŜƴǘ ŀŎŎŜǇǘŀōƭŜǎ ǇƻǳǊ ƭŜǎ 

ǘǊŀƴǎǇƭŀƴǘŀǘƛƻƴǎ ƛƴǘǊŀƳǳǎŎǳƭŀƛǊŜǎ ŎƘŜȊ ƭΩşǘǊŜ ƘǳƳŀƛƴ (94). Cependant, la réduction de la taille des 

ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ Ŝǎǘ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ŀǘǘŜƛƴŘǊŜ ƭŜǎ ŘƛƳŜƴǎƛƻƴǎ ŘΩŀƛƎǳƛƭƭŜǎ Ŝǘ ŘŜ ŎŀǘƘŞǘŜǊǎ Ǉƭǳǎ ŦƛƴŜǎ, soit 

нрDΣ нтD ǇƻǳǊ ǳƴŜ ƛƴƧŜŎǘƛƻƴ ŀǳ ƴƛǾŜŀǳ Řǳ ŎǆǳǊ sans rupture significative de la structure des 

microbilles. 

[ŀ ǎǘŀōƛƭƛǘŞ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ǎΩŀǾŝǊŜ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ǇƻǳǊ ŀǎǎǳǊŜǊ ǳƴŜ ōƻƴƴŜ ŎƻƘŞǎƛƻƴ ŀǇǊŝǎ ƛƴƧŜŎǘƛƻƴΦ 

Les microbilles de chitosane-gélatine ont présenté une plus grande stabilité in vitro dans 

différentes solutions physiologiques, ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ ƭŜ t.{ ƻǳ ƭŜ t[! ǉǳŜ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜΣ ǉǳƛ 

se désintègrent rapidement probablement à cause des ions compétitifs, tels que les ions sodiums 

et potassiums, présents dans ces dernières (255, 273). La composition en alginate et leur méthode 

de réticulation peuvent influencer la stabilité de ces dernières in vivo. Les microbilles réticulées 

par les ions baryum présentent une résistance supérieure à ceux réticulés par les ions calcium 

après 1 Ƴƻƛǎ ŘΩƛƳǇƭŀƴǘŀǘƛƻƴ (283). Ces résultats concordent avec les travaux de 

aƻƘŀƳƳŀŘŀƭƛƴŜƧƘŀŘΣ !ƭƳƻƴŀƛǘȅǘŤ όмопύ effectués in vitro ŀǾŜŎ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Ł ŦƻǊǘŜ 

ǘŜƴŜǳǊ ŘΩŀŎƛŘŜs mannuroniques (69%). Cependant, Bhujbal, Paredes-Juarez (284) montre une 

meilleure stabilité mécanique des microbilles alginate à forte teneur en acides guluroniques (67%) 

réticulés avec les ions calcium in vitro. [ΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Ł ƘŀǳǘŜ ǘŜƴŜǳǊ Ŝƴ ŀŎƛŘŜǎ ƎǳƭǳǊƻƴƛǉǳŜǎ όDύ ŦƻǊƳŜ 

un réseau tridimensionnel plus stable et rigide en raison de leur forte affinité avec les cations 
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divalents (Ba2+, Ca2+ύΦ /Ŝƭŀ ŜƴǘǊŀƞƴŜ ƭŀ ŦƻǊƳŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ȊƻƴŜǎ ŘŜ ζ ōƻƞǘŜǎ Ł ǆǳŦǎ η όŜƎƎ-box model) 

tandis que celui à haute teneur en acide mannuronique se dégrade plus facilement (285). Les 

microbilles issues dΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ǊƛŎƘŜ Ŝƴ D se révèlent plus rigides avec des diamètres élevés que 

celles riches en M (255, 284, 286). Ces microbilles seraient difficilement injectables avec les fines 

aiguilles. Les matériaux souples sont bénéfiques pour mimer la rigidité des tissus mous supportant 

la multipotence des CSM sans modifier leurs phénotypes (271). Par exemple, la contrainte 

mécanique observée dans les tissus mous du muscle squelettique est estimée à 15 kPa (287).  

5ŀƴǎ ŎŜǘǘŜ ǘƘŝǎŜΣ ƴƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ƳƻƴǘǊŞ ǉǳŜ ƴƻǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ Ł ōŀǎŜ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜΣ ōƛŜƴ ǉǳŜ riches en 

blocs a όƭŜ ŦƻǳǊƴƛǎǎŜǳǊ ƴΩŀ Ǉŀǎ ǇǊŞŎƛǎŞ ƭŜ ǇƻǳǊŎŜƴǘŀƎŜύΣ présentent une excellente stabilité dans 

une solution physiologique HBSS.  /ŜŎƛ ǎΩŜȄǇƭƛǉǳŜ ǇŀǊ : i) la présence des ions, tels que les ions 

calcium (1.26 ƳaύΣ ǉǳƛ ǊŜƴŦƻǊŎŜƴǘ ƭŜǎ ƭƛŀƛǎƻƴǎ ƛƻƴƛǉǳŜǎ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ ōƭƻŎǎ ǊƛŎƘŜǎ Ŝƴ D ŘŜ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Τ 

Ŝǘ ƛƛύ ƭΩŀōǎŜƴŎŜ ŘŜǎ ŎƻƳǇƻǎŞǎ ǇŜǊǘǳǊōŀǘŜǳǊǎ ŎƻƴǘŜƴǳǎ Řŀƴǎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ǎƻƭǳǘƛƻƴǎ ǇƘȅǎƛƻƭƻƎƛǉǳŜǎΣ 

comme les ions phosphates (PBS), acétates ou gluconates (PLA), qui contribuent à préserver la 

ǊŞǘƛŎǳƭŀǘƛƻƴ Ŝǘ ƭΩƛƴǘŞƎǊƛǘŞ ǎǘǊǳŎǘǳǊŜƭƭŜ ŘŜ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Řŀƴǎ ŘŜǎ ŜƴǾƛǊƻƴƴŜƳŜƴǘǎ ǇƘȅǎƛƻƭƻƎƛǉǳŜǎΦ 

Cependant, de nos jours, on ne peut pas encore utiliser la solution HBSS en clinique, tandis que 

les solutions de PLA sont utilisées lors des infusions intraveineuses de réhydratation (288, 289). Il 

serait bénéfique de trouver des solutions pour améliorer la stabilité des microbilles à base 

ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Řŀƴǎ ŎŜǘǘŜ solution. 

RECOMMANDATION 2 : Divers effets combinés peuvent être étudiés pour améliorer la stabilité et 

les ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ƳŞŎŀƴƛǉǳŜǎ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ Ł ōŀǎŜ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Řŀƴǎ ƭŀ ǎƻƭǳǘƛƻƴ ŘŜ tƭŀǎƳŀƭȅǘŜ !Φ 

Augmenter la concentration en ions calcium (1ς2 mM) pour renforcer la réticulation et contrer 

ƭΩŜŦŦŜǘ ŎƻƳǇŞǘƛǘƛŦ ŘŜǎ ƛƻƴǎ ŀŎŞǘŀǘŜ Ŝǘ ƎƭǳŎƻƴŀǘŜΦ [ŀ ŎǊŞŀǘƛƻƴ ŘŜ ƳŀǘǊƛŎŜǎ ƘȅōǊƛŘŜǎ ŀǾŜŎ ŘŜǎ 

polymères tels que le chitosane ou le PEG peut également améliorer la robustesse de la matrice 

dans le Plasmalyte A (255, 290-292). ;ǾŀƭǳŜǊ ƭŜǎ ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ǊŞǘƛŎǳƭŞŜǎ ŀǾŜŎ ƭΩƛƻƴ 

Baryum (134, 254, 283, 284). ¢ŜǎǘŜǊ ǳƴŜ ǎƻǳǊŎŜ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ǊƛŎƘŜ Ŝƴ ōƭƻŎs M à poids moléculaire 

élevé (80-200 KDa). 

bƻǎ ŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜǎ ƻƴǘ ǊŞǾŞƭŞ ǉǳŜ ƭŀ ƎŞƭŀǘƛƴŜ ǎŜ ǊŜƭŀǊƎǳŜ Ǉƭǳǎ Řŀƴǎ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ǉǳŜ 

dans celles de chitosane dans un milieu de PBS et HBSS respectivement (37 °C). La vitesse de 
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ǊŜƭŀǊƎŀƎŜ ŘŜ ƭŀ ƎŞƭŀǘƛƴŜ Ŝǎǘ Ƴƻƛƴǎ ƳŀǊǉǳŞŜ ƭƻǊǎǉǳŜ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ǎƻƴǘ ƛƴŎǳōŞŜǎ Řŀƴǎ 

les solutions dépourvues ŘΩƛƻƴǎ (eau ultra pure), ce qui suggérerait que la présence des ions 

exercerait une influence sur la stabilité de la ƎŞƭŀǘƛƴŜ Řŀƴǎ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ.  Une autre 

hypothèse pour expliquer la meilleure stabilité de la gélatine dans les microsphères de chitosane 

est que des interactions électrostatiques ou hydrogènes peuvent exister entre les chaînes de 

chitosane et la gélatine. De plus, le mécanisme de réticulation peut également expliquer ces 

résultats. La gélification du chitosane-gélatine avec les bases faibles SHC-PB entraînerait des 

interactions plus fortes entre les polymères, réduisant la mobilité de la gélatine tandis que la 

ƎŞƭƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ƛƻƴƛǉǳŜ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ŀǾŜŎ ƭŜǎ ƛƻƴǎ ŎŀƭŎƛǳƳΣ ǉǳŀƴǘ Ł ŜƭƭŜΣ ǎΩŀǾŝǊŜ Ǉƭǳǎ 

réversible, permettant la libération facile de la gélatine dans une solution contenant les ions.  

RECOMMANDATION 3 : Pour remédier au relargage important de la gélatine, des recherches 

supplémentaires pourraient s'avérer nécessaires ŀŦƛƴ ŘΩŜȄǇƭƻǊŜǊ ƭŀ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴ ǊŞǎŜŀǳ de 

polymère interpénétré (IPN) Ŝƴ ǳǘƛƭƛǎŀƴǘ ƭŀ ǘǊŀƴǎƎƭǳǘŀƳƛƴŀǎŜ ŀŦƛƴ ŘΩŞǘŀōƭƛǊ ŘŜǎ ƭƛŀƛǎƻƴǎ ŎƻǾŀƭŜƴǘŜǎ 

entre les résidus de glutamines (-CONH2) et les résidus de glycines (-NH2) contenues dans la 

gélatine (293, 294). Une telle approche offrirait une meilleure stabilité de la gélatine dans les 

ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ƛƴŎǳōŞŜǎ Řŀƴǎ ŘŜǎ ǎƻƭǳǘƛƻƴǎ physiologiques à 37 °C. 

6.2.2.3 /ƻƳǇŀǊŀƛǎƻƴ ŘŜ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ƴƻƴ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŞ 

5ΩŀǇǊŝǎ ƭŀ ǊŜǾǳŜ ŘŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ŎƭƛƴƛǉǳŜǎ ǳǘƛƭƛǎŀƴǘ ƭŜǎ ǘȅǇŜǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜǎ ǇƻǳǊ ǘǊŀƛǘŜǊ ƭŜǎ ƳŀƭŀŘƛŜǎ 

ischémiques. Les CSM apparaissent comme le type cellulaire le plus prometteur (2, 53). Parmi les 

sources de CSM, les CSM-MO et CSM-TA sont très utilisées pour des thérapies allogéniques et 

autologues des maladies ischémiques (53, 68). Cependant, de nombreux facteurs peuvent 

influencer ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ, notamment la source ŘΩƛǎƻƭŜƳŜƴǘ des cellules, 

ƭΩŃƎŜΣ Ŝǘ ƭŀ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴ ǇƘȅǎƛƻƭƻƎƛǉǳŜ Řǳ ŘƻƴƴŜǳǊ (donneurs avec des comorbidités/ donneurs 

ǎŀƛƴǎύΣ ƭŜ ǇǊƻǘƻŎƻƭŜ ŘΩŜȄǇŀƴǎƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎΣ ƭŀ ŘŜƴǎƛǘŞ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǳǘƛƭƛǎŞŜ (2, 13, 55, 62, 63). Ces 

facteurs peuvent conduire à des variabilités importantes entre les différentes études (68).  

Une comparaison directe entre les CSM-TA et les CSM-MO (isolées de souris saines) dans un 

modèle ischémique du membre inférieur de souris a révélé que les CSM-MO offrent une efficacité 

supérieure dans la promotion de la néovascularisation et la régénération musculaire dans les 
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tissus ischémiques (61). Bien ǉǳΩƻƴ ǇǳƛǎǎŜ ƻōǘŜƴƛǊ Ǉƭǳǎ ŦŀŎƛƭŜƳŜƴǘ les CSM-TA, qui possèdent une 

sécrétion importante de facteurs proangiogéniques, ces dernières sont plus susceptibles d'être 

affectées par des conditions pathologiques chroniques, telles que l'obésité et le diabète (63, 64). 

Tandis que les CSM-MO ƛǎƻƭŞŜǎ ŘŜ ǇŀǘƛŜƴǘǎ ŀǘǘŜƛƴǘǎ ŘΩL/a Ŝǘ ŘŜ ŘƛŀōŝǘŜ mellitus  semblent offrir 

une bonne résistance aux effets délétères des comorbidités métaboliques en possédant une 

activité angiogénique comparable à celle des cellules isolées de jeunes patients sains (62). De plus 

ces cellules prennent leur origine dans un environnement qui reproduit les conditions hypoxiques 

avec des tensions en oxygènes de moins de 5% (295). 

Nous avons choisi ŘΩǳǘƛƭƛǎŜǊ les CSM-MO dans cette thèse. Selon le cahier de charge, la viabilité 

des cellules dans les microbilles doit se situer au-dessus de 70 %. Le produit cellulaire doit 

démontrer une efficacité dans un modèle animal ischémique.  Dans cette étude, nous avons 

évalué ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎ en évaluant leur survie, leur activité 

paracrine (relargage du VEGF) et leur capacité à stimuler à la fois la prolifération et la migration 

des cellules endothéliales, HUVEC (scratch test) en coculture in vitro.  

/Ŝǎ ŦƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴǎ ƻƴǘ Ƴƛǎ Ŝƴ ŞǾƛŘŜƴŎŜ ƭΩƛƳǇƻǊǘŀƴŎŜ ŘŜ ƭΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ ƎŞƭŀǘƛƴŜ ǎǳǊ ƭΩŀƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴ 

significative de la survie des cellules (җ 80 %) par rapport aux matrices dépourvues de gélatine. 

Ceci est en accord avec les travaux antérieurs rapportés dans la littérature (143, 225). La gélatine 

ƧƻǳŜ ǳƴ ǊƾƭŜ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘ Řŀƴǎ ƭΩŀŘƘŞǎƛƻƴ Ŝǘ ƭŀ ǇǊƻƭƛŦŞǊŀǘƛƻƴ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ (267). Obtenue soit par 

hydrolyse acide / basique du collagène, la gélatine possède des motifs ŘΩŀŘƘŞǎƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ tels 

que RGD (Arg-Gly-Asp), GxOGER (Gly-X-Hydroxyproline-Glu-Arg) qui renforcent ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ 

cellules- matrice ŀǾŜŎ ƭŜǎ ƛƴǘŞƎǊƛƴŜǎ όʰрʲмΣ ʰǾʲо ʰмʲмΣ ʰнʲм ŜǘŎΦύ ŜȄǇǊƛƳŞŜǎ ǇŀǊ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ (138).  

¢ƻǳǘŜŦƻƛǎΣ ƴƻǳǎ ŀǾƻƴǎ ƴƻǘŞ ŘŜǎ ǾŀǊƛŀǘƛƻƴǎ ŘΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ deux formulations. Les CSM 

encapsulées dans la matrice de chitosane ont montré une hausse considérable du VEGF (11 fois) 

par rapport à celles encapsulées Řŀƴǎ ŘŜ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ par la méthode dΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴ (296). Nous 

avons observé la même tendance avec une différence moins prononcée (2 fois) dans un hydrogel 

volumique (sans huile).  Serack, Fennell (297) a montré que les CSM-TA encapsulées dans le 

chitosane-glycol métacrylé (MGC) sécrètent plus de cytokines proangiogéniques et 

immunomodulatrices (dont le VEGF) par rapport aux CSM-TA ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎ Řŀƴǎ ƭΩŀŎƛŘŜ 
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hyaluronique métacrylé (MHA). Elles confirment ainsi les bénéfices des hydrogels à base de 

ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ Ł ŀǳƎƳŜƴǘŜǊ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ ŘŜǎ CSM in vitro. Le chitosane est un polymère 

cationique pouvant former des liaisons électrostatiques avec la surface des cellules chargées 

négativement. Ce polymère pourrait ainsi améliorer le profil de sécrétion des facteurs paracrins 

des cellules (298). En revanche, ce phénomène ferait défaut dans les polysaccharides anioniques, 

ǘŜƭǎ ǉǳŜ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ. La porosité pourrait également influencer le relargage des protéines sécrétées 

par les cellules. 

Dans notre étude suivante utilisant le même type et concentration de CSM encapsulées dans les 

ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ ŦŀōǊƛǉǳŞŜǎ ǇŀǊ le système ŎƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊ, nous ƴΩƻōǎŜǊǾons pas de 

différence significative ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘŜ ŎƘƛǘƻǎŀƴŜ Ŝǘ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ (viabilité et relargage de 

VEGF). En comparant les résultats obtenus avec ces deux matrices pourvues de gélatine (alginate-

gélatine, chitosane-gélatine), nous avons observé une survie et activité proangiogénique 

cellulaire supérieure avec les microbƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine par rapport aux microbilles de 

chitosane-gélatine non cryopréservées. Toutefois, ces résultats sont issus de deux études 

distinctes qui ont employé des méthodes expérimentales similaires, mais qui ont utilisé des 

méthodes de fabrication de microbilles différentes.  

Bien que les CSM-MO utilisées dans les 2 différentes expériences proviennent du même donneur 

(Femme, 22 ans), les méthodes ŘΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘes peuvent influencer la viabilité 

cellulaire et leur fonction proangiogéniques ainsi que la variabilité entre les expériences. 

[ΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ŜŦŦŜŎǘǳŞŜ ǇŀǊ ŀƎƛǘŀǘƛƻƴ ƳŞŎŀƴƛǉǳŜ ŜƴǘǊŀƞƴŜ ǳƴ ǎǘǊŜǎǎ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǎǳǇǇƭŞƳŜƴǘŀƛǊŜ 

ǇŀǊ ǊŀǇǇƻǊǘ ŀǳ ŘƛǎǇƻǎƛǘƛŦ ŎƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊΣ ŎŜ ǉǳƛ ǇƻǳǊǊŀƛǘ ƛƴŦƭǳŜƴŎŜǊ la viabilité des cellules. 

[ΩŜȄǇƻǎƛǘƛƻƴ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ Ł ƭΩƛƴǘŜǊŦŀŎŜ ƘǳƛƭŜ ǇŜƴŘŀƴǘ ƭΩŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴ ǇŜǳǘ ŜƴǘǊŀƞƴŜǊ ƭŀ ǇǊŞǎŜƴŎŜ 

ŘŜ ǊŞǎƛŘǳǎ ŘΩƘǳƛƭŜ Ł ƭŀ ǎǳǊŦŀŎŜ ŘŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎΦ [Ŝ ǎȅǎǘŝƳŜ ŎƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊΣ ƭǳƛΣ ƴΩǳǘƛƭƛǎŜ Ǉŀǎ 

ƭΩƘǳƛƭŜΦ 5Ŝ ǇƭǳǎΣ ŎŜǎ ƳŞǘƘƻŘŜǎ όŞƳǳƭǎƛŦƛŎŀǘƛƻƴκŎƻŀȄƛŀƭ Ł ŦƭǳȄ ŘΩŀƛǊύ ƎŞƴŝǊŜƴǘ ŘŜǎ ŘƛǎǘǊƛōǳǘƛƻƴǎ ŘŜ 

tailles significativement différentes. Cela pourrait modifier le ratio volume/microbilles et 

engendrer une variabilité sur la mesure du relargage de VEGF entre différents lots de fabrication 

avec les microbilles de chitosane-gélatine.  
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Bien que des études antérieures ƳƻƴǘǊŜƴǘ ǉǳŜ ƭΩŀƭƎƛƴŀǘŜ possède des propriétés anti-

inflammatoires in vitro et in vivo (283, 285, 299), il ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ biodégradable, ce qui pourrait être 

une limite pour les applications dont la biodégradation est importante. 5ΩŀǳǘǊŜ ǇŀǊǘΣ cette 

propriété pourrait également constituer un avantage pour les cellules en les protégeant contre 

les attaques du système immunitaire.  En revanche, le chitosane est une matrice biodégradable, 

mais peut induire des réactions inflammatoires en fonction de leur DDA et leur pureté (120). 

Notre étude effectuée sur des rats a observé une importante une infiltration des macrophages, 

des neutrophiles, des lymphocytes dans la zone péri-implant de chitosane après une semaine. 

LΩŀƧƻǳǘ ŘŜ ƭŀ ƎŞƭŀǘƛƴŜ Řŀƴǎ ƭŀ ƳŀǘǊƛŎŜ de chitosane pourrait réduire lΩŜŦŦŜǘ ǇǊƻ-inflammatoire du 

chitosane.  La gélatine est biodégradable et possède des propriétés anti-inflammatoires in vitro 

et in vivo (266, 300). [ΩŀƧƻǳǘ de la cytokine SDF-1  h peut également réduire ƭΩŜŦŦŜǘ ǇǊƻ-

inflammatoire des cellules encapsulées (301). Les études cliniques consultées ne révèlent pas 

ŘΩŜŦŦŜǘ ŀŘǾŜǊǎŜ ŘŜ ƭŀ ƎŞƭŀǘƛƴŜΣ ŀƭƎƛƴŀǘŜ Ŝǘ ŎƻƭƭŀƎŝƴŜ ǎǳǊ ƭŜǎ ǇŀǘƛŜƴǘǎ όǾƻƛǊ ǎŜŎǘƛƻƴ нΦпΦмΦмύΦ  Il est 

ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ŘΩanalyser la réponse inflammatoire induite par les deux produits cellulaires dans un 

modèle animal afin de garantir leur sécurité à long terme. Dans notre étude, nous ne comparons 

Ǉŀǎ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ en fonction de différents donneurs, ce qui constitue une limite 

ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜ ŘŜ ƭΩŞǘǳŘŜ. 

RECOMMANDATION 4Υ tƻǳǊ ŎƻƴŎƭǳǊŜ ǎǳǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ŘΩǳƴŜ ŎƻƳǇƻǎƛǘƛƻƴ ŘŜ ƳŀǘǊƛŎŜ 

par rapport à une autre, il est nécessaire de mener une étude comparative directe en utilisant la 

ƳşƳŜ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘŜ ŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴΣ ǎŀƴǎ ŀƧƻǳǘ ŘΩƘǳƛƭŜ ǘŜƭ ǉǳŜ ƳŜƴǘƛƻƴƴé dans la recommandation 1. 

5Ŝ ǇƭǳǎΣ ƛƭ ǎŜǊŀƛǘ ƧǳŘƛŎƛŜǳȄ ŘΩŞǾŀƭǳŜǊ ƭΩƛƴŦƭǳŜƴŎŜ Řǳ ŘƻƴƴŜǳǊ ŘŜǎ CSM-MO encapsulées sur leurs 

efficacités proangiogéniques. Les expériences devraient être menées sur au moins 3 différents 

donneurs en triplicata avant de passer à des études précliniques/cliniques. Il est nécessaire 

ŘΩŞǾŀƭǳŜǊ ƭŀ ǊŞǇƻƴǎŜ ƛƴŦƭŀƳƳŀǘƻƛǊŜ ŘŜǎ deux ŦƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴǎ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭ Řŀƴǎ ǳƴ ƳƻŘŝƭŜ ŀƴƛƳŀƭΦ 

6.2.2.4 9ŦŦŜǘ ŘŜ ƭŀ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŀǘƛƻƴ ǎǳǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ : Comparaison 

des résultats 

Pour assurer un transfert facile vers la clinique, il est crucial de vérifier que les microbilles 

conservent leurs propriétés mécaniques et restent injectables, tout en maintenant leurs 

propriétés proangiogéniques après la congélation. Les milieux de conservation de cellules, la 
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composition des matrices utilisées doivent être cliniquement approuvés par les organismes de 

régulation.  

Nos résultats montrent que les microbilles de chitosane-gélatine se révèlent plus prometteuses 

ǉǳŜ ƭŜǎ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine. Elles présentent notamment une injectabilité à travers une 

ŀƛƎǳƛƭƭŜ ŘŜ ноD ƻǳ нмDΣ ŀƛƴǎƛ ǉǳΩǳƴŜ ƳŜƛƭƭŜǳǊŜ ǊŞǎƛǎǘŀƴŎŜ ƳŞŎanique à la compression après 

cryopréservation. Ces résultats suivent la même tendance observée sur le comportement des 

microbilles fraîches. De plus, le relargage de VEGF et la fonctionnalité sur la prolifération et la 

migration des HUVEC sont significativement améliorés avec les CSM encapsulées dans des 

microbilles de chitosane-gélatine après cryopréservation. Néanmoins, ces formulations ont été 

cryopréservées avec deux différents milieux de congélation (tableau 11). La stabilité limitée des 

ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ Řŀƴǎ ƭŜ ƳƛƭƛŜǳ t[! ŀ ǊŜƴŘǳ ŘƛŦŦƛŎƛƭŜ ƭŀ ŎƻƳǇŀǊŀƛǎƻƴ ŘŜǎ ǊŞǎǳƭǘŀǘǎ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ 

deux formulations dans le même milieu de congélation. Une hypothèse qui peut expliquer ces 

résultats est que le relargage de la gélatine après la cryopréservation est plus important dans les 

ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜΦ Plus haut, nous avons observé que la stabilité de la gélatine est influencée 

par la présence des ions. Le stress thermique induit par la congélation/décongélation dans la 

solution HBSS pourrait occasionner le relargage de la gélatine dans le réseau des microbilles. Pour 

confirmer cette hypothèse, il serait important ŘΩŞǾŀƭǳŜǊ ƭŀ stabilité de la gélatine dans les 

microbilles après cryopréservation. À ce stade, il est difficile de déterminer si le type de milieu de 

congélation a influencé ces résultats ou si la matrice a contribué à protéger les cellules pendant 

la cryoconservation.  

Plusieurs propriétés de la matrice, dont la porosité, la morphologie, le diamètre des microbilles 

peuvent influencer lΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ de la cryopréservation des cellules (228). Une porosité inadéquate 

ǇƻǳǊǊŀƛǘ ŜƴǘǊŀǾŜǊ ƭΩŀŎŎŝǎ ǊŀǇƛŘŜ Řǳ ƳƛƭƛŜǳ ŘŜ ŎƻƴƎŞƭŀǘƛƻƴ ŀǳȄ ŎŜƭƭǳƭŜǎ encapsulées ainsi que le 

relargage des facteurs paracrins sécrétés. Par ailleurs, pour assurer une protection optimale des 

cellules encapsulées, les microbilles doivent pouvoir résister au stress thermique provoqué par le 

processus de cryoconservation, ce qui éviterait leur éclatement/déformation. Le diamètre et la 

distribution des tailles des microbilles peuvent influencer la vitesse de congélation et de 

décongélation. Un lot de production de microbilles de petit diamètre avec une faible distribution 

de taille permettrait un refroidissement rapide et homogène.  
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Les deux formulations étudiées respectent le taux minimal de viabilité de 70 % imposé par la FDA 

pour un produit cellulaire (302, 303). Avec ces deux formulations, les cellules encapsulées 

conservent leurs propriétés proangiogéniques après cryopréservation malgré une réduction 

importante de la libération de VEGF par rapport aux cellules fraîches encapsulées. Bien que le 

VEGF constitue le facteur de croissance principal de la prolifération, la migration et la 

perméabilité des HUVEC (11, 12, 40)Σ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ŎȅǘƻƪƛƴŜǎ ŦƻƴŎǘƛƻƴƴŜƭƭŜǎ όCDCΣ LDCΣ {5C-мʰύ ƧƻǳŜƴǘ 

un rôle important dans la prolifération et la migration des cellules endothéliales (40, 45). La 

ǇǊŞǎŜƴŎŜ ŘΩŀǳǘǊŜǎ cytokines relarguées par les cellules cryopréservées pourrait exercer un effet 

synergique avec le VEGF en améliorant leur activité proangiogénique. 

5ΩŀǳǘǊŜǎ ǊŜŎƘŜǊŎƘŜǎ ƻƴǘ ŜȄŀƳƛƴŞ ƭΩƛƳǇŀŎǘ ŘŜ ƭŀ cryopréservation ǎǳǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜǎ /{a 

encapsulées dans des microsphères ŘΩalginate (169, 170, 178, 179) et en PLGA (174). Leur taux 

de survie se situait entre 70 % et 90 % après congélation grâce à des solutions de congélation 

principalement composées de milieu de culture et de FBS. Dans cette thèse, nous proposons la 

cryopréservation des microbilles avec les milieux cliniquement approuvés par la FDA soit le 

plasmalyte A, tréhalose et sérum-albumine et 10% DMSO. Ce qui pourrait faciliter leur application 

directe en clinique. La démonstration de la preuve de concept a été effectuée avec le BSA (choix 

économique) qui pourra être remplacé par HSA ŘΩƻǊƛƎƛƴŜ ƘǳƳŀƛƴŜ ǇƻǳǊ ŘŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ŎƭƛƴƛǉǳŜǎ ǳƴŜ 

Ŧƻƛǎ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ƳƻƴǘǊŞŜ Řŀƴǎ ǳƴ ƳƻŘŝƭŜ ƛƴ ǾƛǾƻΦ [ŀ ŎƻƴŎŜƴǘǊŀǘƛƻƴ Řǳ 5a{h ǇƻǳǊǊŀƛǘ şǘǊŜ ǊŞŘǳƛǘŜ 

pour diminuer le risque de toxicité du produit cellulaire dans les tissus. 5ΩŀǳǘǊŜǎ ƳƛƭƛŜǳȄ ŘŜ 

congélation coûteux à faible pourcentage de DMSO commercialisés par la compagnie 

STEMCELLTM Technologies (CryoStor 5, 2) ou sans DMSO (CryoStor CSB) (304), qui sont des 

produits GMPc déjà approuvés par la FDA, ǇŜǳǾŜƴǘ ŦŀƛǊŜ ƭΩƻōƧŜǘ ŘŜ ƴƻǳǾŜƭƭŜǎ ŞǘǳŘŜǎ ŀǾŜŎ ƭŜǎ 

cellules encapsulées. 

 9ƴ ǎƻƳƳŜΣ ƭŀ ŎǊȅƻǇǊŞǎŜǊǾŀǘƛƻƴ ŀŦŦŜŎǘŜ ŘŀǾŀƴǘŀƎŜ ƭΩƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞΣ ƭŜǎ ǇǊƻǇǊƛŞǘŞǎ ƳŞŎŀƴƛǉǳŜǎ Ŝǘ 

ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Ł ōŀǎŜ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine. Une autre limite considérable 

de cette étude est associée au nombre limité de facteurs proangiogéniques évalués. Bien que 

nous ayons sélectionné ces facteurs sur la base des données disponibles dans la littérature, ils ne 

reflètent pas le profil complet de la réponse proangiogénique des cellules encapsulées avant et 

après cryopréservation. 
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RECOMMANDATION 5 : tƻǳǊ ŀǾƻƛǊ ǳƴ ǇǊƻŦƛƭ ŎƻƳǇƭŜǘ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇŀǊŀŎǊƛƴŜ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

encapsulées avant et après cryopréservationΣ ƭŀ ǇǊƻǘŞƻƳƛǉǳŜ ǇŜǊƳŜǘǘǊŀƛǘ ŘΩŀǾƻƛǊ ǳƴŜ ƳŜƛƭƭŜǳǊŜ 

compréhension des cytokines anti-inflammatoires, cytoprotectrices et proangiogéniques régulées 

par les CSM encapsulées. 

6.оΦ LƳǇŀŎǘ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǎǳǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ŘŜǎ 

cellules 

Le préconditionnement des cellules constitue une stratégie innovante visant à maximiser 

lΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ des cellules. Le préconditionnement pharmacologique avec le célastrol 

présente plusieurs avantages. Il permet de protéger les cellules face à différents stress reproduits 

dans un environnement ischémique en activant les voies intracellulaires de protection des voies 

pAKT, HSP notamment HSP 70, HSP 32 (H0-1) via la protéine HSP90 et la réponse antioxydante 

médiée par le facteur de transcription NRF2 (18). Il permet également de stimuler les voies de 

sécrétion de facteurs proangiogéniques, tels que VEGF pour initier la reperfusion des tissus (158).  

Nous avons montré les avantages du prétraitement à l'aide du célastrol pour améliorer la survie 

Ŝǘ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘŜǎ /{a ŘŜ différentes espèces (rats et humains), que ce soit dans 

les hydrogels volumiques ou les microbilles. Selon les informations dont nous disposons, notre 

ŞǉǳƛǇŜ Ŝǎǘ ƭŀ ǇǊŜƳƛŝǊŜ Ł ŀǾƻƛǊ ǇǊƻǳǾŞ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ préconditionnement cellulaire avec le 

célastrol pour protéger la viabilité des cellules souches mésenchymateuses (CSM) encapsulées, 

ǘŀƴǘ ŀǾŀƴǘ ǉǳΩŀǇǊŝǎ ƭŜǳǊ cryopréservation. La seule étude trouvée dans la littérature combinant 

une méthode de préconditionnement et lΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ consistait à évaluer la vitesse 

de fermeture de la plaie chez les rats diabétiques atteints d'ischémie des membres inférieurs en 

utilisant un patch de chitosane-collagène contenant des CSM de rats préalablement exposées 3 

jours dans un environnement hypoxique (5% 02)  (216).  

5ΩŀǳǘǊŜǎ ǎǘǊŀǘŞƎƛŜǎ ŜƳǇƭƻȅŞŜǎ Řŀƴǎ ƭŀ ƭƛǘǘŞǊŀǘǳǊŜ ƴŞŎŜǎǎƛǘŜƴǘ ŘŜǎ stimulations plus longues. Elles 

vont de 24 à 48 heures avec les molécules pharmacologiques, telles que le fucoïdane (153) et le 

¢bCʰ  (154) pour induire la stimulation des cytokines anti-apoptotiques, comme pAKT, sur des 

cellules non encapsulées.  Dans certains cas, ƭΩƻǇǘƛƳƛǎŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǇŜǳǘ ǎŜ réaliser par 
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transfection des gènes cytoprotecteurs (146-148) ou par stress mécaniques ou 

électromagnétiques pour renforcer l'activité proangiogénique des cellules (151, 152). Le 

préconditionnement cellulaire avec le célastrol constitue une stratégie simple et économique 

pour induire une réponse cellulaire rapide (1h) ǇƻǳǾŀƴǘ ǎΩŀǇǇƭƛǉǳŜǊ Ł ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ ǘȅǇŜǎ cellulaires 

et ŘΩƻǊƎŀƴŜǎ. Cette caractéristique pourrait faciliter sa transférabilité vers une utilisation en 

clinique.  

.ƛŜƴ ǉǳŜ ƭŜ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ŀƛǘ ǊŞŘǳƛǘ ƭŜǎ ŘƻƳƳŀƎŜǎ ŎŀǳǎŞǎ ǇŀǊ ƭŀ ŎƻƴƎŞƭŀǘƛƻƴΣ ƛƭ ƴΩŀ Ǉŀǎ 

ŜƴǘǊŀƞƴŞ ŘΩŀƳŞƭƛƻǊŀǘƛƻƴ ǎƛƎƴƛŦƛŎŀǘƛǾŜ ŘŜ ƭŀ ƭƛōŞǊŀǘƛƻƴ ŘŜ ±9DC Ŝǘ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ proangiogénique du 

produit cellulaire cryopréservé. /Ŝƭŀ ƳŜǘ Ŝƴ ŞǾƛŘŜƴŎŜ ƭΩƛƳǇƻǊǘŀƴŎŜ ŘŜ ŎƻƴǘƛƴǳŜǊ Ł ŎƘŜǊŎƘŜǊ ŘŜǎ 

optimisations pour prolonger les effets du préconditionnement après la cryopréservation. De 

plus, dans cette étude, ƭŀ ǇǊŜǳǾŜ ŘΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ŀ ŞǘŞ ŀǇǇƻǊǘŞŜ ǳƴƛǉǳŜƳŜƴǘ 

sur des CSM encapsulées dans des hydrogels à base de chitosane.  

RECOMMANDATION 6 Υ !Ŧƛƴ ŘŜ ƳŀȄƛƳƛǎŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ǎǳǊ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ 

cryopréservées plusieurs stratégies peuvent être ŜȄǇƭƻǊŞŜǎ Τ 

V Tester différents paramètres de préconditionnement soit la concentration, la durée de 

traitement et le temps de récupération. Sélectionner les paramètres optimaux permettant 

ƭΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ƳŀȄƛƳŀƭŜ ŘŜǎ ǾƻƛŜǎ ŘΩŀŎǘƛǾŀǘƛƻƴ ŘŜ ŎȅǘƻƪƛƴŜǎ ŘŜ ǇǊƻǘŜŎǘƛƻƴΦ tƻǘŜƴǘƛŀƭiser 

ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ Ŝƴ ǳǘƛƭƛǎŀƴǘ ŘŜǎ ŀƴŀƭƻƎǳŜǎ Řǳ ŎŞƭŀǎǘǊƻƭ (160). 

V  Le produit cellulaire pourrait être restimulé après cryopréservation en les exposant à de 

faibles concentrations en oxygène.  

V Évaluer lôeffet du ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ Řŀƴǎ ŘΩŀǳǘǊŜǎ ŎƻƳǇƻǎƛǘƛƻƴǎ ŘŜ ƳŀǘǊƛŎŜǎΣ ǘŜƭƭŜǎ ǉǳŜ 

ƭŜǎ ƘȅŘǊƻƎŜƭǎ Ł ōŀǎŜ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜΦ 

6.4 Perspectives de développement du produit cellulaire pour les 

thérapies proangiogéniques 

Dans cette étude, nous avons mis au point la fabrication de deux produits cellulaires optimisés 

composés de microbilles de chitosane-gélatine et alginate-gélatine chargées de CSM-MO. Les 

résultats très encourageants observés in vitro sont prometteurs. Cependant, il est crucial de 
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ǾŀƭƛŘŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ƳŞǘƘƻŘŜ Řŀƴǎ ǳƴ ƳƻŘŝƭŜ ƛǎŎƘŞƳƛǉǳŜ ǇǊŞŎƭƛƴƛǉǳŜ ŀǾŀƴǘ ŘŜ ƭŀ 

considérer pour une application clinique. Les prochaines étapes consisteront à optimiser les 

propriétés des microbilles, puis à les tester in vivo. Nous discuterons du choix du modèle animal 

plus loin. 

Dans la recommandation 1, nous avons proposé de développer une méthode de fabrication de 

microbilles sans huile en utilisant le système PICO Pulse de Nordson EFD (un système utilisé pour 

les productions industrielles). /Ŝ ǎȅǎǘŝƳŜ Ŝǎǘ ŎƻƳǇŀǘƛōƭŜ ŀǾŜŎ ƭŜǎ ŦƻǊƳǳƭŀǘƛƻƴǎ ŘΩƘȅŘǊƻƎŜƭ Ł ƘŀǳǘŜ 

viscosité, permettant la production reproductible de microbilles avec une distribution de taille 

faible et contrôlée. Une fois cette méthode mise au point, nous proposons de faire une 

comparaison directe entre les deux formulations, avec ou sans préconditionnement, avant et 

après cryopréservation. Nous ǇǊƻǇƻǎƻƴǎ ŘΩutiliser au moins trois différents donneurs de CSM, la 

même composition du milieu de congélation (PlasmalyteA+HSA+DMSO) ou un milieu commercial 

de congélation (CryoStor5). La formulation la plus prometteuse sera choisie en fonction des 

critères établis dans notre cahier des charges. 

tƻǳǊ ŞǾŀƭǳŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ainsi que leur réponse inflammatoire in vivo, le 

choix du modèle ischémique est crucial, car il existe différents modèles utilisés dans la littérature, 

ǘŜƭ ǉǳŜ ƭŜ ƳƻŘŝƭŜ ŀƴƛƳŀƭ ŘΩƛǎŎƘŞƳƛŜ Řǳ ƳŜƳōǊŜ ƛƴŦŞǊƛŜǳǊ ƛƳƳǳƴƻŎƻƳǇŞǘŜƴǘ ƻǳ ƭŜ ƳƻŘŝƭŜ 

animal immunodéficient athymique Nude et NOD/SCID, qui sont principalement des souris. 

Chaque modèle comporte des avantages et inconvénients.  

 Le modèle immunocompétent est un modèle sain sans aucune pathologie métabolique, qui 

possède une excellente capacité de régénérescence vasculaire et cicatrisation (101). /ΩŜǎǘ ǳƴ 

ƳƻŘŝƭŜ ƛŘŞŀƭ ǇƻǳǊ ŞǾŀƭǳŜǊ ƭΩŜŦŦŜǘ ǇǊƻŀƴƎƛƻƎŞƴƛǉǳŜ ŘΩǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Řŀƴǎ ŘŜǎ ŎƻƴŘƛǘƛƻƴǎ 

immunocompétentes avec les cellules de la même espèce. Toutefois, pour assurer un transfert 

ŎƭƛƴƛǉǳŜ ǊŀǇƛŘŜΣ ƛƭ Ŝǎǘ ŎǊǳŎƛŀƭ ŘŜ ǇǊƻǳǾŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŀǾŜŎ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƘǳƳŀƛƴŜǎΦ De 

plus, les patients atteints de maladies ischémiques souffrent souvent de comorbidités liées au 

diabète, l'hypertension, l'obésité (62).  

Le modèle de souris immunodéficiente, appelée athymique-Nude, présente une réponse 

immunitaire atténuée par rapport aux souches immunocompétentes. Ce modèle est caractérisé 
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par une absence de lymphocytes T, mais il possède des cellules B et des cellules NK, des 

monocytes et des macrophages (99). De plus, il est compatible avec les cellules humaines. La 

ǇŀǊǘƛŎǳƭŀǊƛǘŞ ŘŜ ŎŜ ƳƻŘŝƭŜ Ŝǎǘ ƭŀ ǇƻǎǎƛōƛƭƛǘŞ ŘΩŞǘǳŘƛŜǊ ƭΩƛƴǘŜǊŀŎǘƛƻƴ ŜƴǘǊŜ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƘǳƳŀƛƴŜǎ Ŝǘ 

les macrophages, essentiels pour une angiogenèse efficace (118). De plus, dans ce modèle, il est 

ǇƻǎǎƛōƭŜ ŘΩƻōǎŜǊǾŜǊ ŘŜǎ ǊŞŀŎǘƛƻƴǎ ƛƳƳǳƴƛǘŀƛǊŜǎ ŀŘǾŜǊǎŜǎ ŀǾŜŎ ƭŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎ Řŀƴǎ ƭŜǎ 

hydrogels (99). Ce qui pourra permettre ŘΩŞǾŀƭǳŜǊ ƭŀ ǎŞŎǳǊƛǘŞ du produit cellulaire in vivo. 

Le modèle NOD/SCID, qui se caractérise par un déficit immunitaire sévère touchant 

principalement les lymphocytes T et B, ainsi que les cellules Natural Killer et Macrophages (107) 

présente également une capacité insuffisante de cicatrisation des plaies et compatible avec les 

cellules humaines. /ŜǘǘŜ ǎƻǳŎƘŜ ǇŀǊǘƛŎǳƭƛŝǊŜ ŘŜ ǎƻǳǊƛǎ ǎΩŀǾŝǊŜ şǘǊŜ ǳƴ ŎƘƻƛȄ ƻǇǘƛƳŀƭ ǇƻǳǊ ǘŜǎǘŜǊ 

ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ŘΩǳƴ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘ ŎƘŜȊ ŘŜǎ ŀƴƛƳŀǳȄ ǇǊŞǎŜƴǘŀƴǘ ŘŜǎ ƳŀƭŀŘƛŜǎ ƳŞǘŀōƻƭƛǉǳŜǎ, telles que 

le diabète. Toutefois, une immunité gravement affaiblie ne semble pas être optimale pour les 

cellules qui doivent interagir avec les macrophages. 5Ŝ ǇƭǳǎΣ ŎŜ ƳƻŘŝƭŜ ƴΩŜǎǘ Ǉŀǎ ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŀǘƛŦ Řǳ 

profil immunitaire des patients atteints de maladies ischémiques. 

.ƛŜƴ ǉǳΩƛƭ ƴΩŜȄƛǎǘŜ Ǉŀǎ ŘŜ ƳƻŘŝƭŜ ŀƴƛƳŀƭ ƛŘŞŀƭΣ ŘŜǎ ŎƻƳǇǊƻƳƛǎ ŘŜǾǊŀƛŜƴǘ şǘǊŜ Ŧŀƛǘǎ Ŝƴ ŦƻƴŎǘƛƻƴ Řǳ 

choix du type de cellules (humaines ou souris), des conditions physiologiques du modèle animal 

(immunité modérée ou sévère et pathologie métabolique associée) et des conditions de 

ƭΩŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜΦ bƻǳǎ ŜƴǾƛǎŀƎŜƻƴǎ ŘΩǳǘƛƭƛǎŜǊ ŘŜǎ ŎŜƭƭǳƭŜǎ ƘǳƳŀƛƴŜǎ ǇƻǳǊ ƴƻǎ ŜȄǇŞǊƛŜƴŎŜǎ in vivo. Par 

ŎƻƴǎŞǉǳŜƴǘΣ ƴƻǳǎ ǎǳƎƎŞǊƻƴǎ ŘΩŜȄŀƳƛƴŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ ǘƘŞǊŀǇŜǳǘƛǉǳŜ ǎǳǊ ŘŜǎ ǎƻǳǊƛǎ ƴǳdes 

athymiques dans une étude préclinique simulant une ischémie du membre inférieur. Cette 

ŀǇǇǊƻŎƘŜ ǇŜǊƳŜǘǘǊŀ ŘΩŞǘǳŘƛŜǊ ƭŜ ǊƾƭŜ ŎƭŞ ǉǳŜ ƧƻǳŜƴǘ ƭŜǎ cellules humaines et leurs interactions 

avec les macrophages dans le processus de réparation vasculaire dans le tissu affecté. La réponse 

inflammatoire du biomatériau pourra aussi être évaluée ce qui pourra ǇŜǊƳŜǘǘǊŜ ŘΩŞǾŀƭǳŜǊ 

ƭΩŀǎǇŜŎǘ ǎŞŎǳǊƛǘŀƛǊŜ Řǳ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ. 

6.5 Principales contributions, originalité  

/Ŝ ǇǊƻƧŜǘ ƳŜǘ ŘŜ ƭΩŀǾŀƴǘ ŘŜǎ ŀǾŀƴŎŞŜǎ ƳŀƧŜǳǊŜǎ Řŀƴǎ ƭŀ ǘƘŞǊŀǇƛŜ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜΣ ƴƻǘŀƳƳŜƴǘ ƎǊŃŎŜ Ł 

ƭΩƛƴǘŞƎǊŀǘƛƻƴ ƴƻǾŀǘǊƛŎŜ ŘŜ ŘŜǳȄ ǘŜŎƘƴƻƭƻƎƛŜǎ ǎƛƳǇƭŜǎ : le préconditionnement pharmacologique 

Ŝǘ ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ Řŀƴǎ ŘŜǎ ƳŀǘǊƛŎŜǎ ƛƴƧŜŎǘŀōƭŜǎΦ  
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V Cette combinaison vise à potentialiser les propriétés thérapeutiques des CSM en 

maximisant leur viabilité et activité proangiogénique utiles pour la reperfusion des tissus.  

V 5Ŝ ǇƭǳǎΣ ŎŜ ǘǊŀǾŀƛƭ ŀ ǇŜǊƳƛǎ ŘŜ ŎƻƳǇǊŜƴŘǊŜ ƭΩƛƳǇƭƛŎŀǘƛƻƴ Řǳ ǇǊŞŎƻƴŘƛǘƛƻƴƴŜƳŜƴǘ ŀǳ 

ŎŞƭŀǎǘǊƻƭ Řŀƴǎ ƭŀ ǊŞƎǳƭŀǘƛƻƴ ŘŜ ƭΩŀŎǘƛǾƛǘŞ ōƛƻƭƻƎƛǉǳŜ ŘŜ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘŜǎ ŜǎǇŝŎŜǎ ŘŜ /{a 

ŜƴŎŀǇǎǳƭŞŜǎ Řŀƴǎ ŘƛŦŦŞǊŜƴǘǎ ŦƻǊƳŀǘǎ ŘΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ƘȅŘǊƻƎŜƭ ǾƻƭǳƳƛǉǳŜ Ŝǘ ƳƛŎǊƻōƛƭƭŜǎΦ 

V Ces travaux se distinguent par le développement de deux formulations prometteuses, soit 

celles à base de chitosane-ƎŞƭŀǘƛƴŜ Ŝǘ ŘΩŀƭƎƛƴŀǘŜ-gélatine, qui sont injectables et 

cryopréservables, et dont la documentation est peu abondante dans la littérature.  

V /Ŝǎ ǊŜŎƘŜǊŎƘŜǎ ŎƻƳōƭŜƴǘ ǳƴ ƳŀƴǉǳŜ ŘŜ ŘƻƴƴŞŜǎ ǳǘƛƭŜǎ ǎǳǊ ƭΩƛƳǇŀŎǘ ŘŜ ƭŀ 

cryoconservation sur les propriétés mécaniques, la stabilité Ŝǘ ƭΩƛƴƧŜŎǘŀōƛƭƛǘŞ ŘŜǎ 

microbilles. Ces données sont essentielles pour un transfert vers les applications cliniques. 

V Cette étude ouvre la voie à une compréhension préliminaire de la manière dont la 

cryoconservation influence les performances des biomatériaux et leur potentiel en 

thérapie cellulaire régénérative. 

V /Ŝ ǘǊŀǾŀƛƭ ƻǳǾǊŜ ƭŀ ǾƻƛŜ Ł ƭŀ ǎǘŀƴŘŀǊŘƛǎŀǘƛƻƴ ŘΩǳƴŜ ƳŞǘƘƻŘŜ ŘŜ ōƛƻŦŀōǊƛŎŀǘƛƻƴ ǊŜǇǊƻŘǳŎǘƛōƭŜ 

à grande échelle afin ŘΩƻōǘŜƴƛǊ ǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ƻǇǘƛƳƛǎŞ ǇƻǳǊ ƭŜǎ ǘƘŞǊŀǇƛŜǎ 

allogéniques des maladies ischémiques en clinique. 
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Chapitre 7 ς Conclusion générale 

[ΩƻōƧŜŎǘƛŦ ŘŜ ŎŜǘǘŜ ǘƘŝǎŜ ŘŜ ŘƻŎǘƻǊŀǘ Şǘŀƛǘ ŘŜ ŎƻƴŎŜǾƻƛǊ Ŝǘ ŘΩƻǇǘƛƳƛǎŜǊ ǳƴ ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ 

injectable, stable et cryopréservable, composé de microbilles chargées des CSM 

préconditionnées, pour une thérapie allogénique des patients atteints de maladies ischémiques. 

Le développement du ǇǊƻŘǳƛǘ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ ǎΩŜǎǘ Ŧŀƛǘ en utilisant des CSM saines compatibles avec les 

transplantations allogéniques. Cette conception a utilisé des méthodes cytocompatibles qui 

peuvent être standardisées pour une fabrication à grande échelle, ce qui aidera à réduire les coûts 

ŘŜ ǇǊƻŘǳŎǘƛƻƴ Ŝǘ ŘŜ ǊŞƎƭŜƳŜƴǘŀǘƛƻƴΣ ǘƻǳǘ Ŝƴ ŘƛƳƛƴǳŀƴǘ ƭŜǎ ŘŞƭŀƛǎ ŘΩŀǘǘŜƴǘŜ ŘŜǎ ǇŀǘƛŜƴǘǎ Ŝǘ 

ƭΩƘŞǘŞǊƻƎŞƴŞƛǘŞ ŘŜ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ Řǳ ǘǊŀƛǘŜƳŜƴǘΦ 

 Nous avons mis au point deux formulations de CSM encapsulées dans des microbilles (alginate-

gélatine, chitosane-gélatine) cryopréservables et injectables pour les thérapies allogéniques 

ischémiques. Elles sont stables dans les solutions physiologiques et ont la capacité de favoriser la 

prolifération et la migration des HUVEC avant et après congélation. Les microbilles à base de 

chitosane constituent un produit cellulaire prometteur ǇǊşǘ Ł ƭΩŜƳǇƭƻƛ ǇŀǊǘƛŎǳƭƛŝǊŜƳŜƴǘ 

avantageux en raison de leur excellente injectabilité et de leur capacité à conserver leurs 

propriétés mécaniques, leurs stabilités dans les solutions physiologiques et leur capacité à 

stimuler rapidement la prolifération et migration des HUVEC après la cryopréservation. Toutefois, 

ƛƭ Ŝǎǘ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜ ŘΩƻǇǘƛƳƛǎŜǊ ƭes méthodes de fabrication sans huile et de cryopréservation afin de 

les rendre adaptées à une thérapie cellulaire immédiate. Des essais précliniques sur des animaux 

ǎƻƴǘ ƴŞŎŜǎǎŀƛǊŜǎ ǇƻǳǊ ǾŞǊƛŦƛŜǊ ƭΩŜŦŦƛŎŀŎƛǘŞ et la réponse immunitaire du produit cellulaire optimisé 

dans ǳƴ ƳƻŘŝƭŜ ŀƴƛƳŀƭ ŘΩƛǎŎƘŞƳƛŜ Řǳ ƳŜƳōǊŜ ƛƴŦŞǊƛŜǳǊ athymique nude. 

 bƻǎ ǘǊŀǾŀǳȄ ǊŜǇǊŞǎŜƴǘŜƴǘ ǳƴŜ ŀǾŀƴŎŞŜ ƛƳǇƻǊǘŀƴǘŜ Řŀƴǎ ƭŜ ŘƻƳŀƛƴŜ ŘŜ ƭΩŜƴŎŀǇǎǳƭŀǘƛƻƴ ŎŜƭƭǳƭŀƛǊŜ 

appliquée à la thérapie des maladies ischémiques. Ce projet trace la voie vers des thérapies 

cellulaires novatrices. Il vise à préconditionner les CSM, les encapsuler dans les microbilles 

injectables, et les cryopréserver Ŝƴ ƳŜǘǘŀƴǘ ŘŜ ƭΩŀǾŀƴǘ ƭΩƛƳǇƻǊǘŀƴŎŜ ŘΩǳƴŜ ŀǇǇǊƻŎƘŜ 

multidisciplinaire pour améliorer le traitement allogénique des maladies ischémiques. 
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