Université de Montréal

5SPSt2LIISYSY(d RQdzy LINE RdzA O -ofdidigét dzf | A |
pour le traitement des maladies ischémiques

Par

Francesco Touani Kameni

Département dgopharmacologie ephysiologie Institut de génie biomédical,

Faculté de médecine

CKs4S LINBASY(iSS Sy JdBhildkdbhise toetarMiodofal (Pf2 P.) eR dz I NI F

Génie biomédical

Juin2025

© Francesco Touani KameR025

Université de Montréal



Département degpharmacologieet physiologielnstitut de génie biomédical

Facultéde médecine

Cette thése intitulée

5SSt 2LIISYSYd RQdzy LINE RdzA (i -o@di®isét dzf I A N
pour le traitement des maladies ischémiques

Présenté par

Francesco Touani Kameni

A été évalué par un jury composé des personnes suivantes

Prof. Houman Savoji
Présidentrapporteur

Prof Sophie Lerouge
Directeur de recherche

Prof Shant Der Sarkissian
Codirecteur

Prof Marc Lavertu
Membre du jury

Prof JulieFradette
Examinatice externe



Résumeé

Les maladies ischémiquesprésentent un probleme de santé publiqoejeuren raison de lewg

taux élevésde prévalence et mortalitd Qdzi A £ A a I (i stdylaleghiesenciyi@dtelised S &
(CSM) dans une approche thérapeutique est considérée comme une option tres prometteuse
ouvrant la voie a des thérapies innovantespables destimuler a la foisla reperfusion etla
régénération des tissusndommagéd Ay aA 1jdzQF YSE A2NBNI £ S LINRy2adl.
des maladies ischémiques chroniqu&dependant,leur efficacité clinique doit étre encore

améliorée, cade nombreuses étudegbservent une mortalité massivedes cellulesune faible
NBGSYGuAzy |Ayar | dzodnsS FimpeniBue 8e@ teNifeDdplus, ded S RS
défis liés a la standardisatiotes protocoleset aux colts élevésdes thérapiesautologues

nécessitat de trouver d) | dzstidBg@esaccessiblepour maximiser leur efficadtet diminuer

optimiséeR Q dzy’ LINE R doinflosél8 micrateflel ihj@dfBblesayopréservables chargées

de CSMprémnditionnées prétes a étre utiliséepour des thérapies allogéniquetes maladies
ischémique. Dans le développement de ce produit cellulaire, nous avons combiné deux
technologies prometteuses. &l @2 ANJ f QSy Ol LJadz | GA2zy OSft f dzf |

pharmacologiquevec le célastrol, un antioxydant naturel

Ces travaux ont été réalisés en trois phasesQl 6 2 NRX y2dza | @2y a SOOI f
préconditionnement pharmacologique du célastsoir des CSM de rat Bumaines encapsulées

dans un hydrogel volumiqude chitosan& Ay @AGNR SiG RlIya dzy Y2RS§tS
injection souscutanée.Les résultats confirment que le préconditionnemeecl UM améliore
AAIAYATFAOLI GABSYSYyld 1 OAl 0ACIME@ qub se traddtlpdrilah A G S
F2NXYIFGA2Y RS @I A aaS| dzEaprBs 7yjaursnfviva Nods yavdns Rriduitey LI |y (
SEFYAYS fQAY Tt dzSyO0S R S(chitosane@iditashiagelatiiektalgina®,S a4 Keé R
du préconditiomement (1 et 0,1 puM) et de la conservationsurf QA y 2 S BsptogrigtédsA G S
mécaniques ef QF OUA DA (S deB@SMghehpsBlerS JansljdesiBrobillesobtenues

par la méthode @ S Y dzf & AL@sxdlltledrkapsildesians des microbilles & base de chitosane



ont considérablement amélioré la viabilité et la libération de VEGF par rapport aux microbilles

RQI f JlesyTOSMBéaraitées (0,1uM) et encapsulées dandes microbilles de chitosane

gélatine forment un produit cellulaire injectable a travers une aiguill&23eproduit cellulaire

résiste a une compression pouvant attein@@ %et conservdeurs propriétésproangiogénique

des cellulesaprés congélation.En poursuivant nos recherches, nous avons développé une
méthode de fabrication des microbilles sans huile fonctionnant avec un systeme coaxial a flux

R Q| Ceflbméthode a permis déabriquer RSa Y A ONER 0 A-gétathé stéRleslef IA Y I
injectables, présentantine distributionde taille étroite et une excellente viabilittLes CSM
encapsuléeR | ya f Sa YA ONBlatidednt ndatré ih@rheilleie §omciios paracrine

en stimulant la prolifération etla migration des cellules endothélialetans un modele de
coculturein vitroLJF NJ NJ LJLJ2 NI | dzE . Apreseidb@sertvatidh des Ricdbiled A y I G S
peuvent étre injectées avecune aiguBPeG9 f f Sa NBAAAGSY(d Lt dzpE% O2 Y LIN

tout en conservant lewsfonctions paracrinesquisontprochesdes cellules fraiches.

En conclusion, cette these présente une solution innovante et prometteuse permettant
RQIYSEA2NBNI f QFr OGAGAGS LINRFYy3IA23ISYyAldzS RSa / {
maladies ischémique¢. S& NB OKSNOKSa aQAYyaONAROSY(d RIya dzy
thérapie cellulaire en une solution accessible, standardigéerant ainsi la voie a des thérapies

cellulaires plus efficaces et conformes aux exigences des traitements allogéniques.

Mots clés: Préconditionnement pharmacologique, thérapie cellulaire, cellules stromales
mésenchymateusg chitosanegélatine, alginategélatine, cryopréservationyascularisation,

maladies ischémiques, émulsification, extrusioaxialet. ¥ f dzE R QI A NJ



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 optipmaving 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 befurther improved, as numerous studiegVve observed massiveell 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 andeducethe productioncosts. 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 use in allogeneic therapies for ischemic diseases. In dewgjopi
this celtbased product, we combined two promising technologies: cell encapsulation and

pharmacological preconditioning with celastrolpatent natural antioxidant.

This work was carried out in three phasé#st, 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 injethien.
results demonstrated that preconditioning with dM 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, chitgeéatin,
alginate), preconditioning (1 and 0.1 pMand cryogenic storage on the injectability, mechanical
properties, and preangiogenic potential of MSC encapsulated in microspheres through
emulsification. We found that MSCs encapsulated in chitofased microspheres exhibited a
significant enhancement in viability and VEGF release compared to those encapsulated in alginate
microspheresPreconditioned MSCs (0.1 uM) encapsulated in chitaggatin microbeads form

a cellular product that can be injected through a@auge needle. They can withstand teB0%
compression, maintaining their prangiogenic function even after cryopreservatioie

continued our research, developing anfode microbeadabricationmethod using a air assisted

\



coaxialsystem.This method made it possible to manufacture sterile, injectable algigetatin
microbeads with a loer size distribution and excellent viability. MSiGaded alginategelatin
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 14 2needle. They withstand
compression of up to 50% while retaining their paraerfanctions, 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 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, alginategelatin, cryopreservationjascularization, ischemic diseases, emulsification, co

axial airflow extrusion.
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Chapitre 1¢ Introduction générale

Lesmaladies ischémiques constituent une préoccupation majeure en matiére de santé publique,

car elles sont la principale cause de décés dans le mdndef Brganisatdnmondiale de la

santé (OMS)ellesont été respnsablsR Q1 dz Y2 Ay ad ™ ev20F1dansZeyidndiR S RS C
(1). En ce qui concernkes maladies artérielles périphériques (MPéh particulier il est estimé

j dzQ Sy @ % N& ypatiantgatteints de sa forme gravgischémie critique des membres
inférieurs)décedeont dansla méme année €30 % subiront unemputation(2). Les traitements

actuelslj dzQ A f #@nédica@nkreyixiou chirurgicausont souvent inefficaced long termeavec

un tauxdQ S OskeIBV@ et risque de récidivegénérant descolts importantsdans le systéme
hospitalier(3, 4) Face a cette réalité, il deviemnpératif de trouver des hérapiesinnovantes

plusefficacegpour optimiser la reperfusion et minimiser l&sions tissulaires

La thérapie cellulaire assistée phas cellules stromales mésenchymateuses (CS3bl)tes

présente un potentiel intéressant pour soigner efficacement les personnes souffraMAleen

raison de sa faculté a favoriser le processus de régénération vasquiaireine reperfusioret
régénérationdes tissus 1ésé€4-6). Toutefoisf QS F T A détte @dprocBereRcBntre plusieurs

20ai0l 0t Sa AYLRNIFydazr GSta 1jdzQdzyS NBUSYyOUA2Y
injectées dans un tissu ischémiq(®10)S G dzyS @I NA I 6 At A0S RSqui QF OG A ¢
conduit adesrésultats cliniques non reproductiblg2, 1313). Un autre défi réside dans la
production et la standardisation, notamment pour les thérapies autologues personnalisées. Cela
O2YLX AljdzS f Q2LJWiAYAal A2y RSa LINR(i202tSa RS FI
peut faire grimpere dza Ij dzQ idoliars USn moyennel,Jl NJ G NF A G SYSy G tAYAG!
ces thérapieg14-16).

En optant pour une approchde thérapieallogénique utilisant des donneurs saitsut en

améliorant leur rétention et leur survie dans les tissus cible§, S & (0 ds¥u@raneot S R
disponibilité immédiate du traitementtout en assurant une efficacité thérapeutique
reproductible (16, 17) Cette stratégie permettrait de contréler non seulement les codts de

LINE RdzOG A2y SG RS NBIESYSyidlFrdAz2y>s YFAA | dzaaa



RQI &adz2NBNJ dzy S NB tIRBMNAzE(G AL ANIASIYSA NEE AAYIA || R1Z80> O NXzO
novatrice compatible avec les regles de bonnes pratiques de fabrication (BPF) afin de produire en
grande quantité un produit cellulaire encapsulé destiné aux traitements allogéniques.

[ QSy Ol LJadz I GA2y RSa /{a RlIya RSa KeRNR3ISta A
préconditionnement pharmacologique constituent deux technologies essentigliepeuvent

répondre a ces exigenceke préconditionnement des CSM avec un antioxydant naturel, le
célastrol est une approche qui permetiQl YSt A 2 NENJ | faczMblZstess RS a

O

hypoxiques et oxydatifsrencontrés dans le tissachémique Iljoue égalementun réle clé dans la

production de cytokines proangiogéniquear les CSNavorisant un environnement propice a la
reperfusion tissulairg1820).t I NI £ f §f SYSy (i = f QS gafd lédJaniafobillésh 2y R
LISNX S R Qeuryrténtiod NiSIdsbrotéger contre les conditions hostiles du tissu
ischémique(7) en facilitant les échanges de/ dzii NA YSy (42 RQ2E&38yS Si |
relargués par les cellulg®ur larevascularisation du tiss{21). Enfin ce format estidéalpour la
cryopréservation eta conservatiordes cellules éong terme rendant possible urdistribution a

grande échelle dandifférentes plateformes de traitement (22, 23)

[ Q2 0 2 S Gté théke &R decdScevoir un produit cellulaire injectabkst cryopréservable
constituéde microbilles chargées de C®ké&condtionnéespour un traitement allogénigue des

maladies ischémiques f dzda LINBOAASYSYy (> y2dza y2dza a2YvySa (
produit cellulaire en combirant f S & YSGiK2RSa RQSY OF LJAdz I GA 2
préconditionnementpharmacologiqueavec le célastrolDans cette optimisation, aus avons

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

avant et apres la cryopréservatioBie produit cellulaire a été obtenu par des méthodes simples,
accessibles et adaptées a une production a grande écli&dlelocument est structuré comme

Suit:

Le chapitre2 est consacré a une revue de la littérature qui présente les avancées scientifiques,

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

Dans ¢ chapitre 3, nous présenbns le premier objectif detravail visant adémontrer que

f QSy Ol LJa dzf |-MG @ayfs uR Sydlrogél tharmosensible & base de chitosane et le

2



préconditionnement pharmacologiquavec €OSt  a G NPt | YSE A2NB 1 @Al 0
et proangiogénique in vitro et dans un modeéle animal s@ies résultats ont été publiés dans la

revuescientifique «StemCellsinternational».

- A 4 LA

5Fya fF O2yGAydzZAdS RS OSGGS RSYIFINODKS RQ2LIAYA
RSdzEASYS 202SO00GATFT GAralyid t RSGOSt2LIISNI SG Sil o
injectable et cryopréservable a base de microsphéres et de CBApitre4). Ces résultats de

recherche ont été publiés danstdevue scientifique<. A 2 YSRAOFf al GSNAIFfa no

Pour poursuivre notre développement, noysésentons le troisieme objectif, soit celui de
RSOSt 2LIISNI dzyS F2NNdz I GA2Yy RS YAONROAfESa Ay«
ISt idAyS OKIFINHSSa RS /{a Sy dziAft xhapitgh) Celyy a&ai
étude est prétepour étre soumise danga revue scientifique « ASC Biomaterials Scien&e

Engineering.

Enfin,le chapitre6 LINS A Sy 1S dzyS RAa0dzadA 2y 3ISYSNItS RS f
en évidence les limites, recommandations, perspectives, originalités et contributians.

chapitre 7, quant a lui, conclut sur les implications des résultats de notre recherche.






Chapitre 2¢ Revue de la littérature

2.1 Problématique clinique Lesmaladies ischémiques

2.1.1 DeEfinition et classification

Les maladies isémiques englobent un ensemble de maladies camastes par une @duction
significative du flux sanguin vers un tissu, emaat une privationprolongéed'oxygene et de
nutrimentsessentiels & survie et au fonctionnement des cellu{@g). Cephénomeneprovoque
une augmentation accrue des esgces oxygnées Bactives EOR, un dysfonctionnement
mitochondrialet une désorganisation du cytosquelette perturbant le bon fonctionnement des
pompes ioniques (C§ N&, H') provoquant ainsi la mort des cellules @guoptose et gcroseet
une forte activié inflammatoire tissulairgs). Ce plenoméne peut suvenir de marére subiteou

a la suite dan développement progressif souvent assbé I'athéroscbrose ou des maladies

vasculaires chroniques (is@hie chronique).

Lorsqueé Q2 6 & (aNdiz&uinikeAwdes ares coronaires, on parle des maladiesonariennes

ou cardiopathies isaBmiques. Les individus affest par ces maladies sont atteifSQA & OK SY A S
cardiaque(8, 10) De plus, une diminution du flux sanguin dans lesrag @rébrales peut

entrainer des accidents vasculaireérébraux isclémiques(AVC) avec un risque deéguelles
neurologiques permanenteg25). [ 2 NA |j dzS§ { G@ndeat (niNbEGeAUADRSY artéres
périphériquesaffectant les membres inférieurson parle de maladies artérielles périphériques

(MAR)D® [ QOAAO0OKSYAS ONRGAILdzZS RSA& YSYONBA Ay4F SNASdz
26, 27) Dans le cadre de cette revae littérature, nous allons plus nous focaliser sur le cas de

f ICM ou artériopathie oblitérante des membres inférieurAOMI) Nous donnerons parfois des

exemples ddraitements sur @utres types de maladies is@hiques lorsque ce serapessaire.

2.1.2 Maladies artérielespériphériques: Casdet QL / a
Le nombre total de patients souffrarttes MAP a presque douélces derniéredécennies
passant de 680 millions en 199@& 113 millions er2019(27). Letaux de mortalié mondial a
connu une hausse remarquable de 1455 SY 4§ NB mddpn S wHarmpIcsl aal y i



Cette mortalité touche autant les femmes que les homr(&%). Les confinements prolongéea
sédentarité et le stress sont des facteurs de risque avec un impact sur les maladies
cardiocirculatoires et la COVI® elleméme peut avoir un effet délétére directement sur le

systémecardiovasculairg29).

[ Q Lekstacausé principalement pd@rtériosckerose, unecondition al le dép6t de plague dans

les areres Etrécit leur dianetre, pouvant néme les obstruer comptement. Le vieillissement,
IDypertension, le dialte, le tabagisme et@bésité constituent des facteurs de risquee
développer cette maladi€30). De plus,éspatientsatteints def Q Lot an risqueélevé desubir

unA Yy T NOGdza Rdz Y BugeQlespiRriiereS dausés Qe tdrbidité des maladies
cardiovasculaire§30). Le fardeau sociéconomique dd@Mincluant les caits indirectsliés a

la baissede productivié et a l'invalidité sort estimés entre 4,2 et 120 milliards de dolla¢81).

Ces frais sont principalement attribuables aux amputations, qui érdrda des cats éleves,
incluant non seulement les fraiséaicaux directs des interventions chirurgicales, mais aussi des

dépensesalong terme(32).

L'ICM(Figurel)est associéa des symptdbmesomme la fatigue, les douleurs musculairedes
crampeset la sensation de fatiguedu membre en mouvementet soulagement au repos
(claudication intermittentg, la gangrene des blessures ingérissables le refroidissement du
membre atteint(3, 24) Les aréres £morales et iliaques sontrincipalementaffectées (2, 6)
L'athérosckrose,qui constitue le principdhcteur de risqueentraine une éponse inflammatoire
accrue, ce qui provoque davantage demmages tissulairegn raison dela libération de
cytokines prainflammatoires notammentl'lL-1d (interleukineld ), le TNF] (Tumor necrosis
factor-q ) et I'll-6 (interleukine6). Ces éponses inflammatoire®ntrainent une dysfonction
endothéliale, caraceriseée par uneproduction accrue de radicaux libres, une diminution de la
vasomotion (variation du diaétre des vaisseauganguin} et de la vasodilatatigrnen raisorde
la réductionde la biodisponibilé de I'oxyde nitrique (NO). Cetsérie d@vénementscompromet
la capacié des vaisseaua réguler efficacement lalébit sanguin,ce qui exacerbdischémie
tissulaire.La seule optiora un stade avane de la maladie est@mputation en raison d'un

important endommagement des tiss8, 4) Cette problématique clinique souligne@rgente



nécessie de converger versdes thérapies novatrices et performantes pour optimiser la

reperfusionet minimiser lesdsions tissulaires.
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Figure 1¢ (Exemple de Mladie artérielle périphérigudschémie critique des membres inférisu

www.biorender.con)

Les straggies de traitementactueles ont pour butprincipal de revasculariser ledissus
Malheureusementde nombreux patients neénéficientpasR Q dpyisé en chargadéquate ce

qui entravel'efficacitt dessoinset aggravdeur état de sant€33). Avant de passer en revue les
traitements actuels, nous allons brievement expliquer les différents mécanismes qui conduisent

a la régénération vasculaire.

2.1.3 Mécanismes deégénérescence vasculaire
La Egénération vasculaire est un processus complexe et vital quidinsstaurerle fluxsanguin
dans les tissus endommeég) par chémie, comme dans le cas d&IM.Ce processus repose
principalement sur trois m@canismes interdpendants. l@ngiogerse, la vasculogease et
|Qrtériogenese.Chacurde ces ndcanismes jou@n role crucial dans lairculation sanguinet la
perfusion des tissus endommégy2, 3436). La figure 2 illustre cdsois mécanismestandis que

le tableau lrésumeles principales meétules impliqées dans laggénération vasculaire.


http://www.biorender.com/

Figure 2¢ (Résumé schématiquées mécanismede régénérescence vasculaide
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inductible 1-alpha (HIFLd ). Ce facteurpermet la libération de facteurs proangiogéniques,

facteur de croissance endothélial vasculdM&EGF) et les facteurs dmissanceales fibroblastes

(FGF).Ces facteurs étlenchent @Qctivation des cellules endoghales en augmentant leur

perméabilité et leur proliration. Les nétalloprotéinases matricielles (MMP) et le sgste



plasminogne (PA) contribuenti la dégradation de la membrane basale, ce qui facilite la
migration des cellules endoéliales (CE) vers les tissus &niques.Une foissur place les CE
proliferent et forment des bourgeons capillaireBes intégrires favorisentleur adhésiona la
matrice extracellulaire (MEC).es néovaisseaux formése stabilisent, en construisant une

nouvelle membrane basale, en formahés jonctiongenforcéespar lespéricytes(36).

La reperfusionissulaire peutgalementseproduire géce alavasculoge®gse, un processupar
lequel de nouveauxvaisseaux sanguins sontrgerés a partir de cellulesendothéliales
progénitrices circulantes EP¢ ou cerivées des vaisseauxCe processuse déroule en trois
étapes: la migration des cellulesePC, proldration et organisation en tubules (37). Ce
phénomeéne peut aussi étre initié par la collaborationentre les cellules pro@nitrices
hématopoiétiqgues et les cellules endotBliales (2). Contrairement aux EPC, les cellules
progenitrices hématopadiétiques en culture ne sont pas en mesure de former des vaisseaux
sanguins Elles possdent cependant la capaétde migrer vers des tissus igghiques et

d@Qccrdtre la néovascularisationlibérant unevariété de facteurdavorisant @ngiogerese(38).

Lavasculogneseet I@ngiogemsecontribuentala formation de nouveaux vaisseatandis que
I'artériogénese implique le remodelage etdlargissement des adtioles pgexistantes pour
former des vaisseaux de plus grande cagadiela andliore la perfusion dans les zones
ischémiques,augmente leurésistance eteur dianetre, favorisant aindia maturation du éseau

vasculairg39).






Cytokines/Facteurs deroissance

VEGHKvascular endothelial growth factor)

FGF (Fibroblast Growth Factor)

SDF1 (Stromal CelDerived Factor 1)

Ang-1 (Angiopoiétinel)

PDGHKPlatelet-Derived Growth Factor)

TGH (Transforming Growth Facter)

IL-8 (Interleukin8)

MCR1

(Monocyte Chemoattractant

Protein-1)
IL-6 (Interleukin6)

MMPs (Matrix Metalloproteinases)

GCSF

Factor)

(Granulocyte Colofimulating

Réleclédans la reperfusion vasculaire

Stimule la prolifération, la migration et la perméabilité des cellules endothéliales. Fa\
fQFry3Aaz23SysasS Si AyKAo0S fQlFLRLII2aSe

Favorise la prolifération et la différenciation des cellules endothéligsule la production de
VEGF par les EC et aide a la formation de nouveaux capillaires.

Attire les cellules progénitrices endothéliales (EPC) vers les sites ischémiques, facilite
migration cibléeet leurintégrationdans les tissus endommagés.

Assure la stabilité des vaissedtaichementformés en attirant des péricyteen renforgant les
liensentre les cellules endothéliales.

Attire les péricytes et les cellules musculaires lisses autour des vaisseaux récemment ¢er|
qui favoriseleur stabilisation et leur maturation.

Induit la différenciation des cellules souches en péricytes, stimule la production de la m
extracellulaire (MEC), et inhibe la prolifération excessive des cellules endothéliales.

Attire les neutrophiles et autreteucocytes vers les sites de Iésion, facilitant l'inflammat
nécessaire a la phase initiale de réparation tissulaire.

Recruteles monocytes/macrophages vers les sites ischémiques, ou ils peuwdiffésencier en
macrophages de type M2, favorisant la réparation tissulaire et I'angiogeneése.

Influencef I NB3IdzZ FGA2y RS fQAYyFELYYF{dA2Yy Si
sanguins eméponsea des lésions ischémiques.

llsremodélentla matrice extracellulaire, ce qui facilite le déplacement des cellules endothé
et la formation de nouveaux vaisseaux.

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

les zones de |ésion.
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CXCL12 ¢&-C Motif Chemokine Ligand 12 Attire les EPC vers les zones ischémiques, facilitant leur intégration et stimulant la format

GM-CSKGranulocyteMacrophage Colony

Stimulating Factor)

IL-10 (Interleukin10)

IGF1 (Insulinlike Growth Factor 1)

nouveaux vaisseaux sanguins.
Stimule la prolifération et la différenciation des granulocytes et macrophages, fav (45)

I'artériogenése et le recrutement des cellules inflammatoires.

Elle posséde des propriétés amkiy Ff I YYIF G2ANBa S NBIdzZ S 1 (48,49)
ischémiqueElleLJSdzi +FARSNJ £ €1 NBLINFGA2Y GA&ad:
modulant la réponse immunitaire.

Favorise la croissance et la survie des cellidadothéliales Stimule I'angiogenése et (45)

I'artériogenése Joueun réle dans la réparation vasculaire.

Tableau 1¢  (Molécules impliqguées dans la régénérescence vasculaire)
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2.1.4. Traitements actuels et leurs limites

Les traitements actuels d&@CM dans lesdpitaux (voir Figur8®) sont vams, chacun prsentant
des limites spcifiques. Les nédicaments tels que les antiplaquettairedes anticoagulants,
vasodilatateurset les statinesoulagenties sympdmes etralentissent Qv@lution de la maladie
mais ne traitent pas la cauggofonde des obstructions a#drielleset sont souvent insuffisants
(50, 51) Les nméthodes de reperfusiompar angioplastie avean tuteur endovasculaireu par
chirurgie de pontagsont les principaleapproches pourétablir laperfusion mais elles ne sont
pas toujours techniquement possibles etomportent des risques de complications
postopératoires, de resgtnose ou @hec du greffor{3). Malheureusementune amputationdu

membre est souvent nécessaire entranant desconséquencephysiqueset psychologiques

importantes(3).
| Traitements médicamenteux Traitements chirurgicaux
Antiplaquettes Angioplastie
Anticoagulants Pontage

Vasodilatateurs

Statines v\

. .

~ -

- - ‘ Amputation
I —
A’—\\ |

Désinfections ( “‘ /\1 Partielle ou totale

Pansements g x

Figure 3¢ (Traitemensactuels et leus limites. www.biorender.con)

2.2. Thérapies innovantes des maladies is@miques

Face aux limites des traitements actuels, de nouvelles approches émergent, qui consistent a
utiliser des thérapies innovantetes tkérapies innovantesHigure 4)incluent IQtilisation de
vecteurs @nétiques pour livrer des énes sgcifiques,de cellules souches ou leue@étome
complet ou purifié Ces dernierpeuventfavoriserla formation de nouveaux vaisseaux sanguins

ou réparer les vaisseaux endomnésy

13
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Thérapie génique

Sécrétome

Thérapie cellulaire
cellules souches

’i
=]
-

Figure 4¢ (Stratégies de traitemestinnovans des maladies ischémiquesvw.biorender.con)

La trérapie genique a fait @bjet de plusieurs essais cliniques gimasesl et |l avec desggénes

VEGF, HiEq et FGF pour leur capaéita stimuler la croissance vasculaire chez les patients
atteintsR QLet R Q A y Fdu Mibdaddd(11, 52) Toutefois I@fficaci®é de cette approche @

pas encoreété clairementétablie (11). Des recherches su@phentaires sont Bcessaires pour

assurerla fcurité des @nes transérés et des rdthodes de livraisor{11). En outre, les colts

St Sgsa Si fSa ljdzSatAaz2ya SUKAIldzZSa S4G NB3IAESYSyi
la thérapie génique difficileCes enjeuR 2 A @Sy (i F I A AtEntidn EbBsta@etlans IR Q dzy” S
recherche et le dveloppementafinR Q I Y S la #&iN&eNRfficacié de ces tiérapies(52).

[ QdzG AT Aal GA 2y peshaalesRst indznéhdde iEspomEtBuse, grace aleur
capacité anodulerl'environnement inflammatoire esécréter leprotéinesfonctionnellestelles
que lesfacteurs de croissance ées cytokines (Tableau.D)eux méthodes ont été proposées

f QAy2S80iAzy RS f SdzNJ menea@érapie &llubicr). RSa OSt f df Sa

Le gcrétome totalo O 2 Y LJ2 NIi | y de bibrav&elkessIesglieSesytokinesdes facteurs

de croissance et desésicules extracellulairgu purifiéde cellules souchea faitf Q2 de2 S
nombreusesétudes pgcliniques(53). CependantfréspeuRQS & al Aa Of Ay AljdzSa 2
(11). Le site web de recherches cliniques, clinicaltrials.igpertorie deux essais cliniquegn

cours qui envisagenutilisation dusécrétome des CSM dérivés du cordon ombilical ainsi que les

14
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vésicules extracellulaires des cellules progénitrices cardiovasculaireslgdraitement des
personnesatteintesR Qdzy’ I OOA RSy (G @I a0dzt  ANB OSNBONIf oOb/
. FNFOGA2Yy RQS2S 0 ATawefoidlBeRalai¢ihdile shlievetcertastimitasp n 0 d

¢ 2 dzi R @lcamplbki® de la composition du érétome, qui est souventconstitué de
plusieursprotéines,delipideset de vésiculegxtracellulaires (VE), rend difficile la standardisation

et la production delots identiquesobtenus de différents donneursCelapeut entrainer une
variabilitédet Q S ¥ Rhér@deudidué.Eh outre la durabilité limitée de leur effet thérapeutique

dans letempsS i f QI 6aSyO0S RQdzyS O2YLINBKSyairzy O2YLX §
Rdz AaSONBG2YS SiG RSa 29 1jdzQAft O2yGASyd SyidiN) @S
efficaceq11, 13, 53)

La thérapie cellulairest une autreapprocheinnovante consistana traiter les patientsa |Qide

de cellules souchepour stimuler la revascularisation et légénération destissusendommags

(54). Contrairementa la thérapie chirurgicale, qui est invasive, laéthpie cellulaire est
minimalement invasiveContrairement d'utilisation du sécrétome, qui est limité par lafaible

durabilité du traitement la thérapie cellulaire Bnéficie de la pésence des cellules ell@sémes,

qui peuvent s'adapter dynamiquemeat'environnement du siteléfectueuxet sécréter de facon

continue descytokines et facteurfonctionnels qui peuvenmoduler la Eponse immunitaire et

favoriser directement la vascularisation tissuldfé).

Cetterevueseconcentrerasur lesétudesutilisant la thérapie cellulaire poutraiter lesmaladies

ischémiquesen particulier @CM.

2.3. Efficacié des cellules souches dans le traitement des maladies
ischémiques

Les essais cliniques sur le traitement cellulaire des maladieémagphes, telles que |IQCM,
|@schémie cardiaque et @chémie @rébrale, ont donné des Esultats encourageantsmais

mitigés Les principales cellulespliquéesdans cesttudes sont les cellules mononeeires du

sang priphérique (PBMNCSs), les cellule®mnonuckaires de la moelle osseuse (BWNCs), les

15



CSM du tissu adipeux (CSM), les CSMédvées de la moelle osseuse (CBMD) et les cellules

progenitrices endotleliales (EPCTes recherches sonésuméesdans le tablea.

Les cellules PBMNC et BWNC ontété utilisfes dans plusieurs étudediniques pour traiter
I'lCM, avec desésultats mitiggs.. A Sy  ljdda&rerit ud Potentiel proangiogénique, leur
survie limiee apres transplantationet leur incapacité a formerdes vaisseaux matures
restreignentt QST T A O OA (& 56R .68 ERCEoMesaPafts de ipatients maladegnt
prouve leur capaci€ a améliorer la néovascularisation dans les tissus &tiques.Ces cellules
augmentent la densé capillairedans les tissugui augmente leur reperfusio(b7). Des essais
cliniques ontdémontré qu'elles peuvenétre utiliséespour traiter les patients atteint® Q L(573
Toutefois la variabilie des sougypes cellulaires et des @hodes de fabrication rend difficile la
standardisation @n protocole de traitementEn outre les EPCs sont souvent affées par des
facteurs decomorbidit, tels que @Dypertension, le diagte, I@bésité ou IQd¢ (58, 59) ce qui peut

diminuerleur efficacié.

En revanche, les CSM comnhes CSMTA et les CSMMO, ont des effets paracrins et
immunomodulateursplus puissants que le PBMNC, le-BMC et les EPQ8, 53) LesCSM
peuventétre obtenuesa partir de diverses sources, telles que la moelle osseuse, le tissu adipeux,
le cordonombilical (Fgure 5) LesCSMpeuvent étre administrés demaniére allogénique en
raison de leur faible immunogénicitiible due a la faible présence dgomplexe majeur
RQKA & i 2 O2A¥uwlbuifdce(6D)ICktie Sexibilié en termes de sources et deéthodes de
transplantation les rend particéliement attrayantes pour une multitude @pplications

cliniques.

Unecomparaison écente directeentre lesCSMMO et les CSMIAa étéeffectuée surun modele
murin dischlémie du membre inféreur. Les ésultats ont monté que lesCSMMO sont plus
efficaces pour favoriseta néovascularisation et la régénération musculaire dans les tissus
ischémiqueg61). En particulier, les CSMO ont eu un effet significatif sur la migration des
cellules endotBliales, la restructuration musculaire, les éiorations fonctionnelles du membre
inférieur, et la rtovascularisation dans les tissus i&thques. Par rapport aux CSM,, ils ont

eégalement permis deéduire hflammation.De plus, le<CSMMO isolées de patients atteints

16



RQL/ a S R $itusRéniblens offér uné Hénne résistance aux effeifastes des
comorbidités métaboliques eprésentant une activité angiogénique comparabéecelle des
cellules isolées deunespatientsen bonne saré (62). Bienque lesCSMTAsoient plus faciles a
obtenir etaientune sécrétiorélevée de facteurs proangiogéniques, elles sont plus susceptibles
d'étre affectées par demaladieschroniquestelles que I'obésité et le diabet€ela entréne une
sénescence acceélérég une diminution significativede leur activité proangiogéniqu@3, 64)

Les stratégies visant a inverser la sénescenceC8MTA pourraient ameéliorer leur utilisation
pour des transplantations autologues, maisG3MMO semblentétre une option thérapeutique
plus prometteuse tant pour les transplantationsautologues que pour lestransplantations
allogéniguedans le traitement demaladies associées a une angiogenese insuffisante,ldans
casRS O2Y2NDBARAGSA aASOPSNBEa O2 YOBHapresQranspadiationS LISy R |

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

Types Maladies Résultats principaux Limites Références

cellulaires traitées

PBMNCs, ICM Réduction du taux de Faible survie;

BM-MNCs mortalité et amputations, | Immaturité des (6, 56, 65
Ameéliorations des nouveaux vaisseaux; | 67)
parameétres physiologique! limitée pour les
du membre inférieur transplantations

allogéniques;
Ischémie Variabilité de
cardiaque, Diminution de la douleur | f QSFFA O OA
Ischémie et nécrose du membre diversesttudes;
cérébrale, inférieur; augmentationde | diminution de (68)
CSMTA ICM, ladensitédl & Odzt At QSTFTFA O OA
Amélioration de la isoléesprovenant de
fonction cardiaque. patientsprésentant
des comorbidités;
ICM, Réduction significative di Fonction altérée dans
Ischéme la nécrose, diminution de{ les environnements | (53)
CSMMO cardiaque, OFa&a RQIYLMzil YIftlRSa 1
patients en stade avanc limitée aprés
de la maladie. transplantation.
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Ischémie Effets prometteurs sur la Variabilité des

cardiaque, régénération vasculaire, caractéristiques
ischémie amélioration de la cellulaires et des
cérébrale, reperfusion des tissus méthodes
ICM ischémiques, RQSELI y &l (57, 69)
augmentation de la .FAaas RS
EPC densité des vaisseaux des cellules isolées

chez les personnes
atteintes de
comorbidité ;
Limitée pour les
transplantations
allogéniques.
Tableau 2¢  (Récapitulatif des études cliniques des cellules souphssatalegour le traitement des maladies

ischémiques)

Selon des étudesinalysées plus hautes CSM semblent étre le choix de cellules les plus
prometteuses pour le traitement des maladies ischémiqugkes ont un profil de sécrétion de

facteurs paracrins plus élevé que les autres types celluldiies peuvent étre utilisées dans une

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

Sy o02yyS alyasS Si I méfapdutigreQ2 LIGAYAASNI £t QSTFTFAOF O
[ I LINPOKFAYS aSOGA2Yy RSONARG fSa RAFTFSNByida YS

vasculaire et établit les principales limites de la thérapie cellulaire.

2.3.1 Cellules rdssenchymateuses
Selon la soété internationale de tiérapie cellulaire, leCSMsont des cellules multipotentes
adultesadhérentes sur le plastique pogédent des marqueurs CD7305, 90" aleur surface. Elles
sont négatives aux marqueurs CD3@D45 CD19 CD14 HLADR (70). Elles sont capable$he
part de se diffrencier in vitro en adipocytes, chrondrocytes, @stblastes et @Qutre part
posedent une activié immunomodulatrice(60, 71, 72) Elles sont accessibles, se cultivent
facilementet fcretent une large gamme de cytokines, facteurs de croissance proaTgqees

et chimiokines bioactiveséeessaires pour la revascularisation des tissus.
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Figure 5¢ (Caractéristiques deSSMwww.biorender.cony

2.3.2 Mécanismes @ction desCSMdans la reperfusion et gparation

tissulaire
LesCSMfacilitent la revascularisation et lg@garation des tissus isémiques par deux principaux
mécanismes la fcrétion de facteurs trophiques (actiétparacring autocring et l'interaction

cellulecellule (Figure 6)

LW ,}'ﬁ c. o modulation
Do oo, m/ S m2

Anti-inflammatory

S A i i
. {;_ \nglogenesis Anti-apoptosis
o ’ - t)
Heart Isc e\ Limb
Wound
Retina Heali ischemia

Figure 6¢ (MécanismeR QI O (i £8MW(53)R\&ide en libre acceés distribué selon les termes de

la licence Creative Commons Attribution License (CC BY))
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2.3.2.1 &crétion de facteurs trophiques
LesCSMsécrétent une varété de facteurs trophiquessomprenant degrotéinessolubles des
cytokines et des ésicules extracellulaires (Figure 7), qui jouent ulle crucial dans la
régénérescence vasculairet la modulation de lagponse immunitairedu tissu ischémiquél2,
55, 60, 73)LesCSMpeuventégalementséceter desmolécules qui agissent sur leypropres
récepteurs(activité autocrinecommela sécrétion du facteur VEGF peuméliorerleur survie et

leur prolifération(74).

2.3.2.1.1 FBgénérescence vasculaire
La Egénérescence vasculaire est en partie iéitipar un ensemble de facteurs de croissance et
cytokines solubles contenus dans Exigtome (Tableau ). En particulier les facteurs VEGF et
FGF2 qui jouent un ble principal dans@ngiogerse (voir section 2.1.4)Cependant,d quantité
desprotéines solublessarie en fonction de@rigine du type cellulaireQdé du donneur et sa

condition nedicale(12, 13).

DQutres études attribuent la égénérescence vasculairea la présence des ésicules
extracellulaires conteresdans le écrétome (73). Les @sicules extracellulaires sont consties
d@xosomes (350 nm) et microgsicules (15000 nm) qui transportent des facteurs de
croissance (VEGF, HGF par exemple), des ARN messagers (ARNm) et des microARN (miARN)
stimulant d2ne part la proli€ration et la migration des cellules end@ales(73)et d@utre part
transportent des pratines de signalisationekemple: Notch, Wn} et des lipides bioactifs
(exemple: sphingosiné-phosphate, prostaglandingsqui peuvent moduler I'environnement

local pour favoriser laggénération vasculairg¢13, 35)

2.3.2.1.2 Effets antinflammatoires et immunomodulateurs
Les CSM ont aussi un effet amflammatoire et immunomodulateur par leur sécrétome
(protéines solubles et vésicules extracellulaire®sCSMsont capables deésréter une large
gamme de cytokines animflammatoires(55, 73)telleslj dzQ@, TGF  |j dzA éddigugnienta LJ
inhiber la production de cytokines pinflammatoires omme TN, IFN et LP$et supprimer
I'activation des lymphocytes T et 85, 7577). Elles peuvent égalementexercerun effet

immunomodulateuren sécrétantdes cytokines PGE2 (Prostaglandine E2) qui inhitaetivation
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des cellules immunitaires prioflammatoires telles que lesnacrophages deype 1 et les cellules
dendritiques, et irdoleamine 2,8ioxygenas€@iDO)qui dégrade le tryptophane, un acide andin

essentiel pour la prokration des lymphocytes (B5). Le tableaul présente quelques cytokines

= e
0 <
o - T
g Mesenchymal
Soluble [ stromal cells \ Extracellular
factors
» \esicles
o ’

\ Angiogenesis
\ Tissue repair

Bis

Figure 7¢ (Activité paracrine de€SM(73). Article en libre acces distribué selon les termes de la

licence Creative Commons Attribution License (CC BY))

2.3.2.2 Contact direct et signalisation
Les CSM exercergalement leurs effets terapeutiques par le biais de contacts directs avec les
cellules endotBliales et immunitaires.En €ponse au stress engerg@rpar une iscBmie
prolongge, les tissus endommag émettent dessignaux chimiotactiques (paitermédiaire de
la cytokine SDE). Ceuxci favorisentune migration rapide de€SMvers les sites deésion Les
CSMpeuventensuite ghtégrerdans le tissu endommaget se difErencier en cellulesésidentes,

comme les cellules endoghiales(78, 79)

Eninteragissant directemerdavec les lymphocytes T, IESMpeuvent modulerdhflammation en
produisant des pratines telles quePDL1 (Programmed Deathigand 1) et Fas Ligand. La
protéine PDL1se lie aurécepteur PBL sur les lymphocytes €ntrainant une inhibition ddeur
activation etde leurprolifération, tandis que le Fas ligadéclenchel'apoptose desymphocytes
T acti¥s (55). LesCSMpeuvent égalementtransférer des mitochondries fonctionnelles aux

cellules endotBlialespardes nanotubetercellulairesou des jonctionsunnelspour augmenter
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la production d'ATP et aéliorer la survie cellulairdansdes conditions hypoxiqug$5, 80, 81)
Celaréduit le stress oxydatif et I'apoptose des cellules endbttles, favorisant aingeur survie

et leur fonctiondans des environnements hostiles.

2.3.3 Threrapie cellulaire: principales limites desésultats précliniques et
cliniques
L@fficacie du traitement par les cellules souchestlimitée par plusieurs facteurd.arétention
et la survie des celluléeansplangesainsi que la variabiitde leur activié paracrine en sont des
exemplesmajeurs La section qui suit examirmus en @tail ces principales limitations afin de

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

2.3.3.1 Faible viabilié et rétention des cellules

De nombreuses recherches mettent émidence unfaible taux derétention et une mortalité
élevéedes cellules transplantées dans les tissus ischémidqidekd, 82) La étention est faible
lorsque les cellules sont injes a lQide de solutions salineson compte seulement 10 % des
cellules retenue4 h apres transplantatior(83)ou 2,5 % de cellules retenues apiune semaine
de transplantation(84). Une anglioration de la étention est obserge lorsque les cellules sont
injectées directement dans le tissschémique. Toutefoisle probEme dela rétention a long
terme persiste(7, 85) En effet, lescellules transplantées subissent une nadité rapide due a
I'environnement ischémique hostilearactérisépar un stress oxydatif, une inflammation, ainsi
gu'un manque de nutriments et d'oxygeii®). La mortalié cellulaire peut ausstre cauge par
le détachementdes celluleddestissus environnantsge qui entrdne I@naoikis, soit @poptose
celulaire aprés LISNII S R QI R nathitl gktaBellulaire Eidalement,les contraintes
mécaniques subiependantla préparation et {ihjection peuvent endommager les cellulesn

encapsuléesen particulierles contraintes deisaillementiors du passage dan@iguille(7).

2.3.3.2 Variabilié de lQctivité paracrine cellulaire
La éponse cellulaire (activdétparacrine) peutarieren fonction du typecellulaire du donneur et
de sonége, du protocole @xpansion,de ladensig€ cellulaire ainsi quale la comorbidi€ du

patient (2, 13, 55, 62, 63)La diversi¢ des méthodes de culture cellulaire coml#a a des doses
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cellulaires variables rend difficil€i&blissement @n protocole de traitement offrant une

efficacie thérapeutique constante.

2.3.3.3 Limites de la thérapie autologu&ontraintes économiques eéfficacitévariable
Bien que leshérapiesautologuespuissent réduirde risque de rejeimmunitaire des cellules
transplantées, leur efficaci®& peut étre consicérablement compromise chez lepatients
présentantun fcrétome deprédominance énescente, prenflammatoire eta faible potentiel
angiognique (63, 86) Cela peut inverser la nature immunosuppressive norntas cellules,
d@ne part, et conduirea la formationde vaisseaux souvent immatures, incapables ésndre
adéquatement aux besoins @maboliques et en oxyne des tissugschémiques,empéchantainsi
|@fficaci@é reproductble du traitement (6). En outre, chaque traitement autologue requiert un
ajustement sur mesure, ce qui actries cdaits de production et rendiifficile |lQutomatisation de
la fabrication.La production des cellules pregdormément de temps, ce qui allonge le temps
d@ttente des patientsCette méthodey QS a i LJ- & | RrhalalfieSri@cedsiioNg R S a

intervention imnmédiate (16).

La thérapie cellulaire allognique, provenant @n donneur en bonne saétprésentant un profil
de scrétome a prédominance proangiagnigue, pourrait constituer une alternative aux
limitations actuellesCette néthode permettrait non seulement ddiminuer le temps @ttente
des patients, mais aussi de normaliser et éguire les c@ts de productionLe tableauB compare

les deux approches.

Criteres Thérapie autologue Thérapie dlogénique

Réponses immunitaires  Absence de rejet Risque de rejetépendant du type cellulaire

Disponibilité Exige un temps de gparation t Nk 0 +t, eh\@devibge 2 A

Qualité des cellules Variabilié selon le donneur Cellules isd@es de donneurs en bonne sant

performantes

Fabrication Sur mesure, ofreuse etdifficlea t NE RdzOG A2y t f QSOK
automatiser réduits, reproductibles

Logistique Processufonget complexe Stockage et facilité de transport

Modéle économique Faible apacté de production a Facilement industrialisable, attractif pour l¢
grande échellePas adaptatoutes investisseurs.
les thérapies.

Tableau 3¢ (Comparaisorthérapieautologue vsallogénique tiré d€16))
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Ces diférentes limites soulignent la écessié de trouver des stragies angliorées pour
maximiser leur efficacit Une approche prometteuse pour surmonter c&sisl consisteintégrer
des biomaériaux aux cellules isé¢s de patients en bonne sarafin de developper des tBrapies
alloggnigues.Dans la section suivante, nous allons examiner comment les béoiaak, tels que
les hydrogels volumiques et les microbilles, peuventélerer les Esultats cliniques et

précliniques dans le traitement des maladies @&tinues.

2.4. Hydrogels pour@ncapsulation des cellules

Les hydrogels sont des bionéaiux qui jouent undale crucial dans les énapies égénératives,
notamment pour le traitement des maladies igchigues. Ce sont des matrices
tridimensionnelles forrdes par des éseaux polymariques capables de retenir une grande
quantité d'eau. lls sont cogus pour encapsuler et élivrer des cellules owles moécules
bioactives directement dans les tissus endomBs{-igure 8)offrant ainsi un environnement
protecteur pour lesellules contre les attaquetescellules immunitairegermettent d@améliorer

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

facteurs recessairesila régénération tissulaire(21).

\
Rétention cellulaire + Vascularisation |

Figure 8¢ (Hydrogel injectable: amélioration de la rétentianvw.biorender.con)
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2.4.1 Hydrogels pour le traitement des maladies igchiques: Syntlese des

travaux cliniques et pécliniques

2.4.1.1 Syntlese des travaux cliniques
[ QA Y YrBajorélles essais cliniquete thérapie par cellules souche@ ST F SO dzS Sy 02 N
biomatériaux,et ace jour, aucun traitement b&sur des biomaériaux pour la tiérapie cellulaire
n@ encoreété commercialig. A ce jourles études cliniquesmployant les biomatériaux restent
limitées (clinical trials.goy. Cependant, quelqueBiomatériaux ontété étudiés dans le€tudes
cliniques (termies) pour le traitement des maladies igohiques. Les formulations utiées

étaient des hydrogels based@lginate, @latine et collagne (Tableaw) utilisés tout seud (sans

cellules)ou en associationsoit avec des facteurs de croissanceu des cellulesDes études
NEOSYy(iSa & dzBMetzdpiuléésiansun plasma/apgaivri en plaquettes (PREps
granules de phosphate de calcium biphasigaesmontré leur potentiel poutarégénéation de

la pulpe dentairg87)et la régénération osseuse respectivem¢a8, 89)

Les essais cliniques avec les hydrogels (comme mentionné plus haut) montrent des résultats
SyO2dzN» 3SlIyida | gSO fSa OStfdAgZ Sa Sd FI OGSdzNE R
cellules pour améliorer la fonction cardiaque et soulager laelauties membres inférieurs chez

les patients souffrant dé Q L Cependantplusieurslimites ont été identifiées. Frey et ¢BD)

2y 0 RSOSt2LIJS dzy KeRNRIASE AyeSoOulofS £ o6FasS RC
cellules (IK6001) pour administrer ce produit par voie coronarierahez legatients ayant subi

un infarctus du myocardeCe gel sert de support temporaire pour stabiliser le tissu Iésé et
empécher le remodelage ventriculairees résultats montrent une stabilisation des indicateurs

RS T2yO0GA2y @SY(iNROdz  ANB 3t dzOKS 6C9+D0O S f
/| SLISYRIFYG>S £ QSidzRS yS O2yGASYy(d LI & RS 3INPRdAzZLIS |
obtenus par rapport au traitemenbDe plus, AlgissilVRt o K@ RNR2 ISt RQFf A3AYyI 4SS b
F 2 NI dzf | Gragelyinjedtal& prétnetteur pour traiter la cardiomyopathie dilatéees

résultats obtenugpar Lee et al,(91)Y 2 y 1 NBy (i ljirdz@métioration de laFBYG et une
réduction des arythmie$ @ SANisL@R(, maig ¥F | dzigrBupeRémday f QA y 0 SNLINB i | |
restelimitée. Uneétudeeffectuéer @S O QI f I A(BOMia BfutdlésaeduatslolteBus

25



avec la formulationlk-5001 utilisant I Ys YS @2 A S RdarisRaypkéyehtni did (G A 2 y
remodelage cardiaque apres une crise cardiadd&gré une bonne tolérancéesbénéficegpour
le O dzdyNQ 2 y iatteintlleZseuil de signification statistiqu®2). Bien quecette méthodesoit
NEBfFGABSYSYy(l LISdz Ay JI a ko Torohafishne@tt @rtraireydesk QK & R N
complicationsgtelles q@ne2 6 & G NUzOG A2y @ aOdzf I ANBX aiA f QK&RN
vers le tissu cardiaque en raison de sa viscosité él@&ige autre limitation obsee est la faible

rétention de Rydrogel dans le tissu myocardique, qui est dégar le flux sanguin.

'y8 SHdRS Of AYAljdzS | S @dluiidzea basd deicallaghne todtdnany R Q dz
desCSMpour le traitement dlogéniquedes patients ayant subi une chirurgie invasive de pontage

coronarien aprés un infarcty®3). Les résultatsnontrentdzy S NB RdzOGA 2y RS € Gt
I Ay & A arjéte€atay & la fonction cardiaque. Le groupe trait® SO f QK &@dRINBBsI St S
a vula taille de son infarctuRA YA Y dzSNJ Sy Y2@eSyyS RS o3xIwm 22 | LIN

-4 7 A

améliorée.¢ 2 dzi ST2AaX OSGGS NBOKSNODKS yS O2YLRNILFAIG
cellulesUnhydrogelt o6 aS RS ravslé promatgu daasOS aYiz Rst S RQL/ ao®
al.(94)ont développéun hydrogel biodégradabla base deélatinepourune libération controlée
du bFGF chez les patierdsuffrantf Q L Cetie étude dephased-lla arévélédes améliorations
significatives de la distance de marche, de la pression en oxygéne transcutanée et de la douleur
au repos. Ces résultats préliminaires s@mcourageants quant & Qdzi Af Aal GA2y Rdz
ONRPA&dalyOS o6CDC RFEya tS GNIAGSYSYyld RS f QAAO0OKS
Les études analyséesdissus 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 ouun ICM. SY Rl y i G2dziS I RdzZNBS RS f SdpalédzRS> |
¢2dziSF2Aa3x 2y y20S [dzStljdzSa fAYAGSas (StfSa
GSY2AY FTRSIljdz 4 FAYyaa 1jdzS tQFroaSyO0S RQSi{idzRSa |
dans certaines étudefe plus)es défis actuels liés a la translation des biomatériaux injectables
en clinique sont multiples et complexesA Sy jdzS§ € Sa NBadz GFda a2ASyi
LJa Sy O2NB | LILINRBdz@S f QdziAft Aal A2y RQF dzOdzy LINJ
ischémiques.La commercialisation des biomatériaux est entravée par des méthodes de
FIONROIGAZY O2YLX SESaz ljdzA LIS dz@Sy G A YLX Al dzSNJ -
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rendre leur réglementatiomifficile. De plus, la production & grande échelle pose des défis liés a

la variabilité des lots et au respect des bonnes pratiques de fabric@PB (X f A YA Gl yG | Ay
au marchéLa reproductibilité des résultats précliniqugsQ $asiioujoursconfirmée lors des

essais cliniquegarce qudes modéles animaux utilisés ne refletent pas toujours fidelement la

pathologie humaing95).
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Composition du
produit
ROQAYLX Iy
Hydrogel de gélatine
(microspheres)
biodégradable avec
bFGF

| 8RN 3ISE F
IK5001 (1 % alginate
de sodium 0,3 %
gluconate de
calcium)

| 8RN 3ISt F
mannitol (4,6 %)
(AlgisytLVR1)

| @RNB3ISE F
(1 % alginate de
sodium+0,3 %
gluconate de
calcium)

Hydrogel de
collagéne + hUCSM
(1 x16)

Tableau 4¢

Plande IBude/phase
clinique

Etude clinique, non

randomisée, phase |
lia, 6 mois

Etude pilote, non
randomisée, phase |

Etude pilote, non

controlée randomisée,

Phase I, 12 mois

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

Etude clinique
randomisée, phase I,
12 mois

Conditionclinique des
Patients

Ischémie critique des
membres

Infarctus du myocarde

avec élévation du
segment ST (STEMI)

Cardiomyopathie
dilatéee

Infarctus du myocarde

avec élévation du
segment ST (STEMI)

Cardiopathie

ischémique chronique

Principaux Rsultats

Amélioration de la
distance de marche,

réduction de la douleur

du membre

Préservation des
indices de fonction
ventriculaire

Ameélioration de la
fonction cardiaque,
réduction des

arythmies
t NEPRdzZA G RQA
sécuritaire,
tlFa RQIYSEA

le changement de

f OAOVRSE Rdz

diastolique

téléventriculaire gauche

(LVEDVI)

Diminution de la taille
RS
Augmentation de la

TN} OGA2Y RS

ventriculaire (FEVG)
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f QAYFI N

Limites

Petite taille de
f QSOKI y A
absence de groupe
témoin, efficacité a
court terme (7)

Taille de

f QSOKLI y A
(27), pas de groupe
témoin ; étude non

randomisée.

Absence de groupe
témoin placebo ;
GrAttS RQ
limitée (9)

lroaSyo0S R
significative des
résultats,
Distribution limitée
du produit pour des
patients ayant une
grande taille
RQAY FI NO
Absence double

f QF §SdAaAt S
Taille de

f QSOKI y A
Absence du groupe
contrélé

Année de
publication

2007

2014

2015

2016

2020

(Etudes cliniques utilisant les biomatériaux pour le traitement des maladies ischémiques)

Références

(94)

(90)

(91)

(92)

(93)



2.4.1.2 Syntlese des travaux pcliniques

2.4.1.2.1Hydrogels volumiques
Bien que le€tudes cliniques soient encore assez lémi, lesétudes pecliniques utilisant des
biomatériaux, et plus particulirement des hydrogels avec des cellules, sont nombreuskss

ont révélé des esultatsprometteurspour IQ L (96-98).

Cesétudes se concentrent principalement si@rhélioration de la étention cellulaire et de la
reperfusion tissulaire, ainsi que s@vgluation des paragtres physiologiques du membr€es
travaux impliqguent@itilisation de divers types de cellules, notamment les CSM {S\MCSM

TA), les cellules endothales humaines (HUVECS) et les cellules myobldtefis, les cellules
sont coencapseées (CSMHUVEC) ou asseées a des facteurs de croissance proangomjues
(VEGF, IGHpifférents modkles animaux de souris (majoritairement de sexe masculin), souvent
présentant un éficit immunitaire NOD/SCID (nesbése dialgtique avec une immunagficience
sévere) et athymique NUDE poudwviter les Eponses immunitaires adverses envers les cellules

humaines encapséés ou immunocomgtentes (C57BL/6, Balb/c) osté utilisés.

Le modble athymiquenude corresponda un mockle de souris pésentant une éponse
immunitaire modrée (dficience uniquement en lymphocyts T), sans dysfonctionnement
vasculaire majeur ni comorbi@s métaboliques gveres(99). Ces modles se évélent utiles pour
évaluer les effetsx court terme des hydrogelda sécurité @sbiomatériauxcelluleshumaines
ainsiquef QA y (i &ritké cllliilds 2ntapsulées et macrophages. Cependarie reproduisent

pas les conditions pathologiques rencatds chez les patientatteints dICM. Certaines études
utilisent le modele animal NOD/SCID qui se rapproche le plus de la condition des patients atteint
R Q L féaentadtune angiogenése déficiente et une cicatrisation lente. Cependdeficience
sévere du sysime immunitaire observé dans ce modele ne reproduit pas la complexité du
aeaitsyS AvYYdzyAill A NBJI00BdimsBetzdeSsoudsinriniunotopétnyd nk y

LJISdzi s GNB dziAfAasS 1jdzQl S/OS t BARDISS f ¥A SBISRBS{ | L
f QOSTFAOFOAUGS GKSNI LISdziAljdzS RSa OSftfdzf Sa KdzYl A

(101)
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Les biomatériaux explorédans les diffrentes études incluent des hydrogels synthétiques
hybrideset naturels. Le tableabicFR S a4 4 2 dza LINBaSydS €t QSyaSyof S RSa
les différentes formulations de biomatériaux testés, les types cellulaires, les principaux résultats

obtenus, les modeles animaux utilisés, la durée des études, et les références correspsndant
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FormulationsR QK & R

Tetronictyramine-RGD +
bFGF

Tetronictyramine-RGD

Tetronictyramine+
fibronectine

Poly(lactieco-glycolic
acid) (PLGAPEG (PLGA
CysmPEG)

Poly(N
Isopropylacrylamide) +
6CDC opn >13

MGGRGDBPEG(PTM®)
2

MGGRGD, PEG(PTMK)
2

Collagéne type | +
chondroitine 6-sulfate

Tissues adipeux
décellularisés (DAT)

Typeskoncentration
cellulaire

HUVECSs, 2,5x10

C2C12 myoblastes (A0
transfectées de VEGF,

hCSMMO (2.5 x 1f)
HUVECs (1x 1p

hCSMTA, (1x 10

rCSMMO (10X16
cellulegdmL)

hCSMTAs, 2,4x10
cellules/injection

mMCSMTAs,2,4x10
celluleginjection

hPBCD133+, 10

hHPC (5x Ffinjection)

Résultatsprincipaux

Amélioration de la viabilité et
diminution de la nécrose

Augmentation des vaisseaux,
de la survie cellulaire et
intégration des myoblastes
dans les tissus
Vascularisation et
régénération tissulaire rapide

PYSEAZ2NY GAZ2Y
et de la régénération
musculaire du membre
inférieur

Amélioration significative de
la survie de la perfusion
Amélioration du diametre du
muscle comparé au controle
Amélioration de la rétention
avec des cellules non
encapsulées

Augmentation des facteurs
proangiogéniques,
Rétention intramusculaire

I SO f QK@ RNER 3
inflammatoire modulée,
Amélioration de la rétention
Si RS tQAyiGsS3
cellulesCD133+
Augmentation de la densité
capillaire, récupération
accélérée de la perfusion du
membre et une amélioration
RS fQdziAftAal i
ischémique

32

Modeéle animal

ICM, souris femelles
(Balb/c) &g non
spécifié

ICM, souris femelles
(athymique-nude)
agéede 5 semaines

ICM souris méales
(Balb/c)agées de 4
semaines
ICM,souris (nude
Balb/c) age et sexe
non spécifiés

ICM, souris rdles
immunocompétentes
agées de 8a 10
semaines

ICM, souris réles
athymigque-nude,
agésde 10 semaines

ICM, souris méles
NOD/SCID agés de-1
12 semaines.

ICM, rat (athynmgue),
agésde8a9
semaines)
ICM,souris méles et
femelles (NOD/SCID)
agés de 8 a 10
semaines

Durée de
@tude
(semaines)
2

Année
publication

2013

2014

2017

2020

2016

2023

2018

2006

2021

Références

(102)

(103)

(104)

(105)

(106)

(97)

(107)

(108)

(109)



Acide hyaluronique
fonctionnalisé au
catéchol (HACA)

Hyaluronan

Fibrinogéne enrichi de
lysat plaquettaire

Chitosanechargéde
VEGF (200 ng)

ChitosaneglycokHibrine

Chitosane avec
microtubes libérant du
VEGF (200 ng)

Gélatine méthacrylate
(GekMA) + microbilles

hCSMTA, (6x1D)

HUVECsS,
10°%/injection

H CSMMO, 10°

mCD31+MO, 10°, ESE
Endothéliales, 16,

Cellules
bovines (1 x10)

mBM-CD31 (1x 19
MESEECs (1x 10

mEPCs, (5x P

de gélatine
ChitosanelGF1C h UGCSMs, 1x 0
Chitosanacide MCSMTA; 1x16
hyaluroniquelGF1C

Tableau 5¢

endothéliale!

(Quelques étudesINB Of A y A lj dzS &Y

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

Augmentation des vaisseaux
capillaires et reperfusion,
Diminution de l'infiltration des
cellules immunitaires

' YSEA2NF GA2Y  ICM, souris

SiG RS € QI NIi SN immunodéficientes

Sauvetage des membres apr¢ (nude)

ischémie

Amélioration de la perfusion = ICM, souris (NOD

tissulaire SClpagé de 12
semaines

Amélioration de la survie ICM, souris

cellulaire densité des immunocompétente,

vaisseaux et rapide malesagés de 8 a 10

vascularisation semaines)

Formation des vaisseaux ICM, souris

capillaires, angiogenése et
reperfusion

Amélioration de la survie ICM,souris males

cellulaire, immunocompétent
Augmentation de la densité = 4gés de 8 a 10
des néovaisseaux et de la semaines

reperfusiontissulaire

Augmentation des vaisseaux
sanguinsLJF & RQAY T
mentionnééR I ya f QS

Implantation sous
cutanée, souris
(nude), agés de 5
semaines
Augmentation de la survie, ICM, souris (nude)
rétention et vascularisation,
Amélioration de la rétentio
viabilité et activité
proangiogéniquesauetage
des membres malades et

RAYAydziazy RS
/

ICM, sourisnéles
(BALB/c)

2YOAYFA&2Y
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2016
4

2011
1

2016
2

2015
2

2017
2

2015
2

2016
3 2019
3

2018

RQI eRNBASE

(110)

(111)

(112)

(101)

(113)

(101)

(96)

(114)

(115)
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Les ésultats pésentés dans le tableab montrent [@nportance des hydrogels (synthétiques ou
naturels) combigs aux cellules poustimuler la reperfusion des tissus igrhiques, néme si

certaines limites persistent.

[ QSy OF LJa dzf | (i GSBAVA miyddlaste@tIHUVEDX a¥ed lesthydrogels synthétiques, tels

que le polyéthylene glycotpolyl,3 triméthylene carbonate (PEEPTMGA)2) et le Tetronic

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

les tissus ischémiqud97, 102104, 116) Cependantdesréponsesinflammatoiresséveresont

été observéeslans certains cas, en particulier avadérmulationhybride a basenéthacrylate

de chitosane glyco(MGC) etRGDPEG(PTMGA)2 combinés aux GSMTA chez des souris
immunodéficientesathymiquesnudes(99). Cependant, en utilisant le méme type cellulaire avec

lesR Q| doiatdid&@sR Q 2 NJamikl $ICG, MHARI ya S YsYS Y2R8fS> Af
le méme effet(117) Les travaux précédents da méme équipe ont montré des résultats
contradictoires lls ont observéune faible réaction immunitaire adverse avec les cellules
encapsulées avec la méme compositiMGCRGDPEG(PTMB)2 dans un modele de rat
immunocompétent etun modéle présentant unémmunodéficierte séveresoit le NOD/SCID
(107,118)5 QI dzi NBa SGdzZRS&a LINBOf Ay Al apesdl dak$A t BEOY R Qt 8
types cellulairesR Q S & LIS O S (myotiastesy MUS/ECSMMO) et biomatériaux (Tetromic

tyramine, acide hyaluronique) n@pportent pas ceséactions immunitairesdverseg103, 110)

Ces résultats démontrent que QST FA OF OAGS RQdzy § Kpak ig Sheisgul LIS dz

modeéle animal, dibbiomatériauet du type cellulaire

Les hydrogels naturels, tels que ggubase @cide hyaluronique, fibrine égtine, collagne, DAT
ont démontré une biocompatibilié élevée avecles CSM, HPC, HUVHIE ont favorié une
augmentationsignificativede la densi capillaire(96, 109, 111, 119Aucuneétude n@ releé
des €actions inflammatoires envers les matrices uddisquelques semaines apres implantation

in viva. Ces hydrogels@verent particulierement prometteurs en raison de leur similarité avec la

matrice extracellulaire nativeCependant,l est nécessaire d'évaluer leurs effets a long terme
dans des conditions clinique®dz 1j dzS f QSyaSyofS RSa Siam&R®a STT

semainesLa combinaison des hydrogeldase dechitosane,aux facteurs deroissance/EGF,

IGFet descellules souches contribué a une augmentation significative de la densité des
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néovaisseaux, ainsi qu'a une meilleure reperfusion tissulaire dans un modele d'ischémique de
membre inférieur de souris immunocompétent¢101, 114) Le chitosane peut induire des

réactions inflammatoiregen raison dda présence degroupementsacétyles dans leshanesdu

polymére et desendotoxines. LaRA YA Yy dzi A 2y RS inf viRdpduy simf@@rSpak OA (i S
augmentation dudegre de déacétylation(DDA du polymere (120) Les combinaisols des

polymeres naturels, chitosane et de I'acide hyaluronique avec le domairfEQ@ES) chitosane

glycol et de fibring113) hyaluronique fonctionnalisé au catéch@10) hyaluroniqueet gellan
gun(121)ont été explorésavec différents types cellulairglUVE@CSMR I y & dzy IOM RSt S
en augmentant la densité des néovaisseaux s dzy’'S | YSE A2NI GA2y RS QI &
NEII OGA2Y I ROSKN#aSsces@thdesSi S NBLI2 NI S

2.4.1.2.2 Microbilles
[ QSTFAOFOAGS Rdz LINPRdzA G OSftfdzZ FANBE £ ol asS RSa
l'utilisation de microbilles d'hydrogeF@ure 9). Grace a leur structure sphérique et a leur taille
O2yGiNbfSSs OSa YAONRoAftSa 2FFNByd RSa FgFyidl
des cellules. Leur petite taille et letd2 N2 A A GS  SdzNJ LISNYSGGSyid RQs il
RFya fS&a 0Aaadza LI NI aAYLIX S AyeSOiAz2ys FIl g2 NR
f Q2E@38yS S I dzE ydzii NA Y Sy 3 udnme fortiont proangidgEnigier G dzy
optimale, ce quifaciliterait la vascularisation du tissu ischémidqa2) De plus, on peut utiliser
les microbilles pour cryogserver les cellulesa long terme pour les térapies allogniques.
Intégrer ce format dans les énapies actuelles re@sente une grande avage en thérapie

cellulaire, notamment pour les maladies isafiques.
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©®® @@®c ¢ Growth Factors
L) % & U
Oxygen R Waste

Q0
® @ Nutrients ***
Cell therapy & delivery
* Injection Stem cell microencapsulation
Transplantation * Hydrogel design & fabrication
* 3D culture

Figure 9¢ (Microsphéres et leurs avantagé®l). Article en libre acces distribué selon les termes de

la licence Creative Commons Attribution License (CC BY))

[ Qdza | BiSrobReS dans le traitement des maladies ischémiques représente une approche
AYY20lLyiSz Silyld R2YyYyS Il dzQ2 Quelgus étuddS pclBigued 2 NB S
ont exploré l'utilisation de différentes formulations de microbilles dans des modéles ischémiques

des membres inférieurd/oir le résumé dans tableau6 ci-dessous
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Formulation

RQI @ RN2 3

AlginateRGD

Collagéne type-I

4SStarPEG

Alginate

Fibrine

Alginate

Collagéne +
microbilles
d'alginate SDF1L
(40mg/mL)

Typeskoncentration

cellulaire
HUVECs

(10’ cellules
hMSCGMO,

(8x 1G cellules

hMSGMO
(1 cellules)

HUVEC GSMMO

(1:1,20 x 19
cellules

hCSMMO-GLP
(glucagoHrike
peptide-1)

Cellules
progénitrices
circulantes
(7x10)

Tableau 6¢

Méthode de Fabrication

Electrospraying
(2¢5 mL/h, 10 kV)

Production de

microbilles sur surface
hydrophobe (Teflon)

Encapsulation

électrostatique (10

mL/h, 7 kV)

Emulsification

(polydiméthylsiloxane
PDMS) + surfactant L1C
0,1%, 600 rpm, 25 min

37°C

Encapsulation standar

(non spécifié)

Systéme coaxial avec N
(2 mL/min, 9.8 J/min N:

dansCad2)

6aAONROAEE Sa

Taille
moyenne
6>Y0
120¢150

Non
spécifié

245 + 28

<400

Non
spécifié

oyz2p

Résultatsprincipaux

Amélioration de la

vascularisation

Formation de tubules

in vitro

Ameélioration de la

reperfusion,
pas de nécrose

Augmentation de la
densité vasculaire et
de la perfusion, Bonne
rétention des cellules,
ROQAY Tt
Diminution du taux
RQF YLddzi I G A
Augmentation de la

LJ a

reperfusion

Diminution de la

nécrose, amélioration

de la perfusion,

modulation des VEGF

MCP1, IL6, IL8,
Angiogenin

> Recrutement accru de
cellules progénitrices,
augmentation de la

Modéle animal

ICM, souris
femelles
BALB/c ages
de 5 semaines
ICM Souris
modéle non
Spécifié.

ICM, souris
males
athymiques
Nude, agés de
7-8 semaines
ICM, souris
males SCID {6
8 semaines)

ICM, souris
CD1

ICM, souris
C57BL/6J
femelles agés

croissance vasculaire de 89
et de la production de semaines

cytokines
angiogéniques

AyesSoidlrot Sa
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Durée de

I'étude

(semaine)
4

Références

(123)

(124)

(125)

(126)

(127)

(128)
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Les études sur les microbilles encapsulant des cellules et des facteurs bioactifs montrent des
avancees significatives dans la régénération vasculaire et la perfusion dans des modeles
d'ischémie. Les formulations de microbilles & b&s@ | f Ide ¥dllagé&he& ou de fibrineont
présenté un fort potentiel pour améliorer la vascularisation et la guérison des tissus ischémiques
dans des modéles animaux en majorit¢é immunodéficients. Cependant, ces recherches
ySOSaaAauSyld puwieursparanatrddesipfoprigtésifes microbilleBremirement,
|Qjustement optimal de certains facteurs cruciaux, tels lgugrcularié et ladistribution de taille

des billes, reste une priogt Deuxemement, les propétés mecaniques, la stabiit et la
durabilité des microbilles dans un milieu physiologicueng terme restent des points critiques

aapprofondir.

Les étudeprécliniquesactuellesne tiennent pas comptde la parité du genre €ssais en majorité
effectuéssur les males) alors que les femmes et hommes affattés de marére égalepar cette
maladie (27). De plus, la dée d@bservation est relativement courte,égéralement del a
5 semainesCette contrainte temporelle ne permet paQualuer compttement les effetsalong
terme des tlérapiesabase ddydrogel. Cela@ppliquea la durabili€ de Rfficacig, ala stabilie
des hydrogels et aux risques de complications tardives, tell@ngunflammation chronique ou
une fibrose.Erfin, la variabilie d@fficacit obsenée dans les ésultats dt§des peut étre
attribuée ala diversié des types et des quanés de cellules injeées, ainsi q la variation des
compositions @ydrogels et des mades animaux utiliés. Cette variabilité complique
l'interprétation des résultats et pose de réels défis pour la standardisation des protocoles
expérimentaux.

I AS& &adzNJ £ NB@dzS RS& SiGdzRSa Of AyAljdzSa Sid LI
apparaissencommedzy’ S 2 LJiA 2y L3R dzNJ £ S RS@OSt 2LIISYSY G RQdzy
des maladies ischémiqueSe sont des polyames naturels, biocompatibles @n peut obtenira
faible colt. Leursmécanismes de gélification perntent de les utiliser pour fabriquer des
microbillespar différentes néthodescytocompatiblesans avoir recours aux solvants organiques
cytotoxiques.De plus, @lginate et le chitosane ontéjh fait I@bjet de plusieurs essais cliniques
dans diferents domaines en gdecine Egénérative, incluant la égénération du cartilage et la

guérison des plaies (clinicaltrials.gov). Cela peut augmenter leur éadfipprobation en tant

38



que produits cellulaires pour desétapies sur les patient§. QI 22 dzi RS fF ISt GAY
collagéne) pourrait améliorer leurs propriétés fonctionnelles de la matrice en améliorant

f QL RKSaAzy OSftfdzZ I ANS | Ayai |azfatine Sdzds @eAsh 6 A £ A (
biocompatibilie et de sa biodgradabilie, Savere une optionéconomique, ce qui la rendédle

pour des applications cliniquésgrandeéchelle.Ces trois biomatériaux, utilisés dans cette these,

sont décrits davantage dans la section suivante.

2.5 Biomatériaux utilisés

2.5.1 Chitosane

Le chitosane (Figure 10 A8st unamingpolysaccharidecomposé deD-glucosamines et de N
acétytD-glucosaminespbtenupardésacétylatiorde la chitindj dzQ2y NB (i N2 dzdS Rl y &
de crustacégq129) Il présente une structure léaire avec de nombreuxgroupemens amines

libres qui lui con®re un caractére polycationiquanique / QS a G dzy L2 f &@YSNB 0A 2
biodégradable(120) Savitesse de dégradation dépend dsondegréde désacétylatior{DDA)

O Q $-diré la proportion des groupes acétyle (N-acétytD-glucosaminesgnlevés de la chaine
polymérigue dechitine pour former des unités désacétyléddglucosamines)Jn polymére avec

un DDA inférieuou égale &80 % se dégraddacilement en raison de la présende plusieurs

unités acétykes consécutivegjui sontreconnueset Of A @S Sa LI Mbory@é ploduitee y RS
par les neutrophiles(130) Cependant, cetype de chitosane peut induiraes réactions
immunologiquesplus importantes|j defchitosane a DDA supérieur a 90 qui présenteune

faible vitesse de dégradatidn vivo(120)

Le chitosane edhsoluble a pH neutrenais devient soluble en milieu acide (pH < 6,3) grace a la
protonation des groupes amings Q I 2 dakas faiRl&somme le bétaglycérophosphat¢BGP)

dans la solution ac&lde chitosandJS NY S R Q2 0 (i Sigukie\d pHzgh$siolagismizsi A 2 y
précipitation du chitosang120) [ QF dzZAYSy G+ GA 2y RS €1 G SneLISNI G d
modification du pKa etavoriseune réaction acid® | & A [j dz58 RA (i S plotori®Scesii NI y &
groupemens amines (NH*) des chaines dechitosane vers le®ns phosphate et carbonates,

réduisant de facon uniforme les répulsions électrostatiques des chaines du chitosane, ce qui
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conduit & une réticulation physique du gél31) [ QSIljdzA LJS RS [ SNRBdzaS |
remplacement du BGP par un mélange lbearbonate de sodiunet de tampon phosphate,
LISNXYSG RQIFdzZAYSYGSNI F2NISYSyd €S& LINPLINKASGSa Y
réduire leur osmolarité (132, 133) Les propriétés thermosensibles du chitosargeuvent

permettre de fabriquer des microsphéres injectabkemns ajout de réticulastchimiques ou
solvansorganiques. De plus,8 L322 f @ YSNBE I T Al dinyReded BddecReS LI dza
régénérative NCT02413086NCT03280849NCT06987981 Cela peut augmenter leur facilité
RQILIINROIFGA2Yy Sy {GFyd 1jdzS LINRPRdzA Ga OSft € dzf | A NB.

2.5.2 Alginate
[ a@yinate(Figure 10 B) estn polysaccharide naturddiocompatibleextrait des algues bruned
estconstitué de résidus d'acige-D-Y I Yy dzNP v A lj-ldg8luranigue (G$ dispdsés en blocs
M-M, GG et MG./ QS & dzy anioiiqlied s6l8bNd&d milieu physiologiqueyrace a la
présence des groupements/droxyles (OHgt carboxyles (COOH) dans leur structuteeélifie
facilement en présence@A zafigns divalent{C&*Br**) qui se lient spécifiquement avées
groupementscarboxyles deblocs guluroniques pour formeates jonctionsde « boite a dzdz¥ n
entre les chaine® QI £ FIRY I G S

La gélification peut étre obtenue par des méthodes exterpas ladiffusion des ionglans la

matrice (134) ou internespar lalibération progressive des ions dans la matécemilieu acide

(135. Leur mécanisme de gélification permes dabriquer les microbilles avec des méthodes
cytocompatibles sans ajout de solvantganiques/additifschimiques. De plus,@ S&a & dzy LR f &Y
| FIAG fQ202S3G RS ys2péwr Mbteiterfent deS (pdiBnsaatteiots A y A |j d.

d'insuffisance cardiaqué@ableau 4).
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A B Sodium alginate Calcium alginate

&

| 7

HO

Chitosan

Figure 10¢ (Structure chimique du chitosane et alginge86, 137)Theseen libre accés distribué
selon les termes de la licence Creative Commons Attribution License (CC BY)
.ASY jdzS§ tSa YFGNROSAE RS OKAG2alyS Si RQlFf 3A
propriétés peu adhésivesour les cellulesJS dz@Sy G t AYAGSNI §t QSTFFAOF OA G €

stratégie couramment utilisée danslitiérature consistea utiliser la gélatine

2.5.3 Gélatine
La gélatine est une protéirebtenue par hydrolyse acide ou basigte collagene, processus qui
rompt la triple hélicedu collagéngFigure 11)La présencedeé2 1 A T4 RQlI RKSaA 2y O
la gélatineLJS NJY Sniéliorer(hteraction cellulematrice, en favorisant a la foi€dhésion, la
survie et la fonctionnalé des cellules encapsids (138, 139) La gélatineen plus de sa
OA202YLI GAOAETAGS SG RS al 0A2RSANIRIOGATAGSE

applications cliniques a grande échelle

La gélatineest liquide a température physiologique  §, R Q 2 difficlié RS € Qdziekf A & S NJ
tant que matriceinjectable Pour la stabiliseao T ¢ elld peutsoit étre réticuléechimiquement

par exempleen utilisantt QI y K @dhbidiyRt&our former b gélatineméthacrylate(140)ou

combirtet R QI dzi NB&S L2 If &Y § NS 40 K A4 B144) eSmicodpheireQdef I A y |
gélatine(réticulées chimiquement avec le glutaraldéhydbargées de facteur de croissancepro
angiogéniquebFGFont RS2t T I Aude éthida 2liniqué sur 1és Patients atteinRB QL / a
(Tableau 4).
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Figure 11¢ (Description schématique de la structure du collagénsaet hydrolyse pour obtenir la

gélatine(139)

2.6 Optimisation de la thérapie cellulaire via le préconditionnement

cellulaire

Nous savons maintenant quéehcapsulation des cellules dans les matrices injectables a
démontré un fort potentiel pour favoriser laégénération vasculaire en favorisant la survie et
lantégration des cellules dans les tissus &ulgues.Une stratégie complémentaire, telle que le
LINBO2YRAUGA2YYSYSyi LJ2 dzNNJI A 2LIGAYAASNI  RI @I
préconditionnement cellulaireonstitue une technique visant atimulerles cellules avant leur
implantation, afin de les rendre plus résistantes aux conditions de stress rencontrées dans le
micro-environnement ischémiquél45) Dans cette section, nous examineronselde@ment les

différentes méthodes de péconditionnement cellulaire, en particulier du gmonditionnement

pharmacologique, que nous utiliserons dans le cadre de ce projet.
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2.6.1 Méthodes de préconditionnement cellulaire
[ Q2 LJG A Y A &tle tédlige/gadelbdizrses techniqguesommela manipulation gnétique,
|@xposition temporaireu continuedes cellules un milieu pauvre en oxyane, [dhduction dan
stress physique cellulare ole O2 Y RAGA2Y Y SYSy (i RSIa mo@&ilked dzf S &
pharmacologiqueq5, 11, 18) Chacune de ces éthodes comporte des avantages et des

incon\vénients.

La transfectiorle génes antapoptotiques et proangiogéniquesect Q |-d&viecteurs viraux ou
non viraux peutentrainer une hausse @fficacie chez lescellules(146148) Gette approche
complexepeut soukever des péoccupations en magre de ®curité, notamment le risque de

développer des maladies cagreusesa causede la manipulation énétique (11).

[ QSELIR&aAGAZY tSyiS 2dz LINRf2y3ISS RSa OStfdAg S
(conditionnement hypoxique) permet de stimuler I'expression de génes de cytoprotectien HIF

Mh T ljdzA | dzZ3YSydS I dniitERoES conthe le VESH, FLEOIBS dzNA  LJI
Néanmoins, la longue durée d'exposition requise et la difficulté de la culture cellulaire en hypoxie
rendent cette approche peu pratigue pour une utilisation clinique. Le préconditionnement
physique, moins exploré que les autres méthodes, utilise des sstmegcaniques ou
électromagnétiques pour renforcer l'activité proangiogénique des cell(déd, 152) Cette

méthode récessite des recherches supplentaires pour approfondir sa comgirension

Une autre néthode de préconditionnement cellulaire est@hcubation des cellules avec des
molécules pharmacologiquedinsides CSMont été incubées avec du fucoidane (2 K Y[ 0
pendant 24h(153)ou de la cytokingro-inflammatoire¢ b C " ngmilz);pendant 481§154)pour
améliorer la reperfusion dans un modéle d'ischémie du membre inféritoutefois certains
protocolesrequierent des stimulations longugg8 h) avec des composés qui se trouvent souvent
RFya €S LINE R&2) Ges préedure® i tbsefant de @nontrer au péalable la
securité du médicament avant sa mise sur le maéchleureusement, leélastrol €avere étre une

alternative beaucoup pludise et efficace, comme nous allons lécduvrirdans la section 2.5.2

Sixétudes cliniques de phase | (en cours/terg@s) se sont penaes sur le pétraitement de

cellulesCSMnon encapsuléegar un pro€dé d@ypoxie (COVHR9, maladies cardiovasculaires)
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ou par une approche pharmacologigadase de cytokines IFN(asthme).Toutefois certaines
limites importantes mettent erévidence la Bcessié de normaliselle protocole thérapeutique
(durée, dosageoptimal), f QI 0 & Scgridde (cRIBles non traitées) pour évaluér Q SAUT S

préconditionnement(155)

2.6.2 Préconditionnement des cellules avec le célastrol
Le célastrol(Figure 2) est une molécule naturelle de la famille des témpides extraite de
f QSO2NDS RS&a NI OAySa RQdzyS tpterygiinbwilforgiRkiiséeA y I £ S
pour le traitement de plusieurs maladies chroniguestamment les maladies inflammatoires,
auto-immunes et les cancer€l56, 157% [ QS |j dzA LIS -Noi&dd fuf la Nieriigiedd I v
RSY2YUNBNJ f QSTFFAOF OAGS Rdz OS{(18)aHN Nt dakdHeyra |

études ils ont démontré que 1 h de stimulationdes cardiomgoblastes (H9c2), cellules souches

(CSN) par 1uM de célastrol dans un milieu pauvre en sérum est capabldédiencherune
réponse rapide en activant les voies intracellulairepgection parla voie des HSRdat shock
proteing, en particulier HSP70, HSB2 (HO-1) via la protéine HSP90 et la réponse antioxydante
médiée par le facteur de transcription NRF2 (Nuclear factor erythraila?ed factor 2) Cela
permet de protéger les cellules exposées dans un environnement ischér(il&@el60) Ils
mettent enévidence le dle ck de la protéine chaperoneHSP 9@ansla régénération des tissus
cardiaqueg(161)et dansla protectiondes poumons souffrant@ne isckemie aigw (162) Des
expériencespréliminaires ontrévélé que le préconditionnemendvec lecélastrolpeut renforcer
f QF Ol A @A (i £SNdbnheihcapbLilégs Sstinrutarit leurproduction dedacteursfavorisant
la croissance vasculaire, notammentMEGK158) Enl@spacede cing minutes le célastrol est
OF LI ofS RQIOGARIDE SaRissianze? . S2814)trdcanioeshme une voie
principalede cryoprotection(163)

Il est important de noter que les cellules sont rincées 3 fois directement aprés leur stimulation
Cela garantit quée produit cellulairefinal activé ne comporte pas de traces du traitemebe
procedé de préconditionnement cellulaire par le célastrol est simple, rapide (1h) et péteor
quipeutd QF LILI A lj dzS NJ t Ced padrraitifacilitis so® teahstedzn IcliRidi® upe fois

que la preuve de son efficaéisera apporée par degtudes pecliniques.
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Figure 12¢ (Voiesde signalisation cellulainmoduléepar le célastrt{164)
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2.7. Cryopréservation desellules encapsulées

2.7.1 Importance de la cryopréservation

Ldmportance de la cryogservation gside dans sa capaéit constituer des stocks de cellules

encapsutesdans les microbilleprétes a l@mploi, ©duisant ainsi la écessié de prélevements

répétés chez leslonneurspour une thérapie autologuePour une commercialisation a grande

échelle, il est crucial de développer des produits cellulaires qui peuvent étre cryoconserves et

GNF yalLl2NISa RS YIyAsNB

adl

of S

Si

aSOdzNR G A NB

immédiate pour les intervendins thérapeutiquesDe plus, la cryogservation doit garantir la

conservation dedhtégrité génétique et de la fonctionnalé des cellules pendant des mois, voire

des anmes.

Il existe plusieurs éthodes decryoconservation, mais les deux principales sont la éaiign

lente et la vitrification,également appede cryoconservation rapideHfure13). La premére

consistea effectuer un refroidissement conbié des cellules, ce qui permet@ptimiser leur

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

endommager les celluleEn revanche, la vitrification est une méthode plus rapide qui utilise des

concentrations élevéed@gentscryoprotecteurs (CPAs) pour éviter la formation de cristaux de
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glace. Cependanelle peut étre toxique pour les cellul€22). Le CPAs le plasuramment utilig
est le diméthylsulfoxyde (DMSQ)65)

Ice nucleation
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Figure 13¢ (Différents processus de cryopréservati@2))

Bien que le DMSO soit efficace pour protéger les cellules, sa toxicité a fortes concentrations
a2dz § S RSaA ljdzSaidAazya ljdz2yd £ tF asSOdzNGourS t
cette raison certaines étudescombinentdes CPAsmperméablesa la membranecellulaire
commele tréhaloseet le saccharosegvec une concentration réduitde DMSO afirde minimiser
les effets toxiquestout en maintenanta viabilité des cellules non encapsulgd$6, 167)De
plust QSYy Ol LJadzf  GA2y RSa OSft f dzf Sa folRkrfyane protactd OS a
additionnelledes cellulegpendant le processus de congélation et de décongélaticid, 168)
Cette section examima les différentes recherches sur lacryopréservation descellules

enapsuléeR ya RSa4 YAONRoAffSa RQKERNRISE &

2.7.2 Revue des études sur la cryopréservation des cellules encapsulées
Lesétudes pesentees dans le tablead donnentun apegu des néthodes et des techniques
actuelles utiliées pourcryopréserver les cellulesencapsutes dans diverses formulations de

microbilles, en abordant leséfls poss par la survie cellulaire ags décongglation.
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Plusieurs travaux ontamnontré la possibilié de conserver des cellules dans des microbdlease
dQlginate.Par exemple, leStudesmenées pamMaqvi, Gansau and Buckley (160LChen, Wright

(170) ont révélé qua était possiblede maintenir un taux desurvie minimal de80 % apres
cryopréservation dans le milieu de culture contenant du DMSI© sérum def dzii | f (FBS). DA Y
Ces résultatsonfirment ceuxde Murua, Orive (171)qui ont utilig desYA ONR 6 Af £ S& RQI
poly-L-lysinealginate (APA) pour préserver la viabilité et la fonctionnalité des cellules myoblastes
apres des périodes de stockage prolongées dans la méme composition du milieu de congélation.
Des composites denicrospleres R QI f ZHhitgsanaé (572) et d@lginategélatine (173) ont

permis de protéger les cellules aprés cryopréservati@gpendant, une limite importante est la
présence de ésidus de FBS dans le milieu de adatijon, qui ne peugétre utilisé en clinique sur

des patientsLes microbilleabase dalginate sont couramment utiées pour la cryogaservation

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

récupeérer les cellules ajgs le processus.

DQutres compositions de microbillgsbase de glatine méthacrylate (GelMA) et de PLGA ont
égalementété examirées.Les microbilles de GelM#btenues par lanéthode microfludiqueont

permis de réduire la formation dawistauxde glace,ce qui a permigie maintenir laviabilité

cellulaire a plus de 90% apriescryopgéservation(140) Lesmicrobilles de PLG@btenues par la

méme méthodegrermettent quanta ellesde préserveune viabilité postdécongélation de 92 %

Elles ontgalement monté des résultats prometteurs sur la régénération des tissus endommagés

dans des modeéles animaux de lésions hépatiqd&d) Toutefois, ces sydines ne peuvent pas

étre utilisés en cliniqueavant de démontrer la sécurité denéthodes employée§ Qdzi A f A & (G A 2
la lumiere UV pougélifier lesmicrosptéresde GelMA peutompromettrela viabilité des cellules

Les photeinitiateurspeuvent étre toxiques a certaines concentratiohs.procédé de fabrication

des microbilles macroporees de PLGAA Y LJ A lj dzS Q Nairiydlen @natricd 2y R d
extracellulaire gnogénique cérivée de tumeur murine) Ldnhoculation de cellules dans des
microbilles poreuseseprotégera pas les cellules dattaques pare syseme immunitaire.De

plus,f S& GSOKYAljdzS&a SYLX 2&8SSa yS LISNY ScndeBefitd LI

QX

élevé, ce qupeut constituer un obstacle pour une productiargrandeéchelle.
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Il est important de souligner que leXudes anérieures ne fournissent aucune doéa sur
I@Qnalyse des propétés des microbillesryopréservéesLesdonnées manquantesincluentleur
intégrité structurale, leurs propriétés mécaniques, leapacit dihjectionet leur stabilité aprés
décongélation. Il est récessaire Q@t§dier les proprétés des microbilles aps leur
cryopréservation afin g@lles puissenétre transrées rapidement en cliniqueLes composast

du milieu de congélation doivent respecter lggjlementationspour faciliter |Qtilisation R Q dzy’
produit cellulairea des fins cliniqued_es méthodes actuelles visent a réduire la concentraten
DMSOSYy S O2Y0AY Il gRktels giSletrélalose (@3] NE) au en utilisant des
solutions de plasmalyfeet de sérumalbumire déja approuvées pour un usagelinique (176,
177) Ces straégies peuventétre adaptes afin d\@luer leur efficac&é sur des cellules

encapsutes.
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Compositions de
microbilles
Alginate

Alginate

Alginate-

chitosane (AC)

Alginate

GelMA

Alginate

Alginate-poly-L-
lysine-alginate
(APA)

Type cellulaire Stratégies de
Cryoconservation
CSMMOs de porc 90% FBS, 10% DMSO/
-85°C 1°C/min (1 jour)
- Azote liquide
(-196°C, 3 jours)
hCSM 90% FBS, 10% DMSO;
MESC (cellules souch: -80°C 1°C/min (1 jour)
embryonnaire} -196°C (6 jours)

Cellules hépatique:« Milieu de culture complet
(HepG2) +10% DMSO
-20°C Jheure,
-80°C 1°C/min 30 jours.
Fibroblastes dermique: 5%
humains (HDFs) DMSO/glycérol/propyléne
glycol et 200mM tréhalose)
+ milieu de culture.
4°C 30 minutes80°C
1°C/min 16 heures,
-196°C (1 jour)
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.
hCSM 10% DMSO+ Milieu de
culture complet.
3 protocoles de Cryo:
(1)-80°C 1°C/mins196°C
(2)-7°C40°C-80°C
1°C/min,-196°C;
(3)-196°C

C2C12 myoblastes DMSO 10% et 20% dilué
génétiquement dans le milieu complet
modifiés pour sécréter -80°C 1°C/min ;

Principaux résultats Référence

84% viabilité aprés cryopréservation; (169)
Les microbilles sont restées stables pendant l'injection a tra:
une aiguille de 25G.

77% viabité pour CSMet 44% viabilité pour mESCs apres (170)
cryopréservation;

Les marqueurs de surface restent exprimés af
cryopréservation;

aAONBOFI LJadz S& RQ!/ LISN¥Si< (172)
activitt  métabolique des cellules comparées aux caps
RQIFf 3AYyLGS

Activité métabolique des cellules maintenue avec les (168)
concentrations élevées en alginate (1.5%, 2%).

A concentration élevée en polymére, activité métabolique
angiogénique comparable a celle observée en présence
DMSO ou de tréhalose.

91%de viabilité avec la méthode lente de cryopréservation (140)
94% avec la méthode rapide (10% DMSO). Le GelMA a coni

a réduire la formation des cristaux de glace, ce qui protege
cellules durant la cryopréservation.

87% de viabilité avec la méthode 2. Pas de différe (1478)

significative observée avec la méthode 1; La méthode 3 a ir
une mortalité significative comparée aux méthodes 1 et 2.

La cryoconservation avec 10 % de DMSO a présenté les (171)
meilleurs résultats avec une réduction de 42 % de la sécréti
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de I'érythropoiétine
(Epo)

Alginate-gelatine = hCSMs

Alginate RPE (retinal pigment
epithelial) cells,
HUVECs, MSCs

PLGA hCsSM

Tableau 7¢

-196°C pendant 45 jours.

DMSO 10% + milieu de
culture + 20%FBS
Transfert immédiat dans
196°C pendant 7 jours.
Milieu sans sérum avec 10
de DMSO et 0,3 M de
glucose et Tréhalose.
Cryopréservation a-80°C,
1°C/min pendant 7 jours
Cryopréservation a80°C
1°C/min pendant 3 jours.
Reculture des microspgines
cryopréservées apres 7
jours.

d'Epo par rapport aux cellules préservées avec 1 et 30 % DI
(90% de réduction).

Les microcapsules ont conservé leur intégrité pendant 45 jo
[ USYy Ol LladzZ I GAz2Yy I AAIYATA
métabolique des cellules, réduisant I'apoptose et la nécrose

Viabilité de 84%, 80%70% avec les cellules RPE, HUVEC e
hMSC respectivement aprés décongélation, avec fonctionne
de sécrétion protéique préservée.

L'intégrité de la capsule est maintenue avec 10% DMSO |
Tréhalose.

Viabilité cellulaire postiécongélation a 92% aprés 7 jours de
culture.

Les microsphéres chargées en MSC ont favorisé la récupér
hépatique chez un modele de rat, réduisant la fibrose
améliorant la fonction hépatique.

(Etudes sur la cryopréservation des cellules encapsulées)
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2.8. Résumé de la revue datérature, hypotheseset objectifs

2.8.1 Résumé dda revue de littérature et cahier de charge

Les maladies isémiques, en particulier@dCM, repeésentent un probdme majeur de sarmt
publique. Elles ont une forte gvalence et engendrent des complications graves, comme les
amputations, qui occasionnent desite globaux atteignant plusieurs centaines de milliards de
dollars.La thérapie cellulaire basée sur l'utilisation @SMoffre une alternative prometteuse et

peu invasivepar rapportaux traitements actuels. Grace a leurs effets paracrins puissatgur

faible immunogénicité, leCSMF I @2 NR aSy G € NBGF aodz I NRal GAz2Y
contribuent a la régénération des tissus endommagés. Comparées aux autres types cellulaires
(PBMNCs, BNMINCs, EPCs), I&SMse révelent plus efficaces. Toutefois, leur faible survie et
rétention dansles tissus ischémiquesuplée a la variabilité de leur activité paracrine limitent

leur efficacité.De plus, les difficulis asso@&@esal@niformisation des proédures de traitement,

en particulier pour les térapies autologues personnadss, entranent des @penses

consicérables dans le secteur hospitalier

Selon lesésultats desétudes cliniques et gcliniques sur les biomatiaux etla possililité de
fabriquer facilementdes microbilles sans additifs chimiques/solvants organigaesolts

abordablesles hydrogels injectables naturéldase ddlginate et dechitosanecombinés aux CSM

pourraient servir au éveloppement @n produit cellulaire encapsélpour le traitement
alloggnique des maladies isémiques.LQl 22 dzi RS fF 3 St I G Atdnélioket ya OS
f SdzNE LINPLINASUSa F2yOlAz2yySttSa Sy FYStA2NI yi
activité fonctionnelleToutefois, certains paraétres cruciaux, tels quia circularité distribution

des microspbres en fonction de leur taille, leurs prog@iés mécaniques, leumjectabilité et leur

stabilité dans des milieux physiologiqudsvraient étreexploresen profondeur.

De plus, ¥ STFSiG O2Y0AYyS cdiuhire bt pyobditibdiedzént folrgaiy
O2yaARSNIOfSYSYyld NBYyT2NOSN { C&tE Fracgié perinéttBit G K S NI

non seulement @méliorer la survie des cellulésrs des étapes de la productiehdans les tissus
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ischémiques, mais aussi leur act&iproangiognique. Cette approcheencorepeu étudiée dans

la littérature, elle récessite @tge exploee davantage

La cryopéservation des microbilles cha#gs de cellules permet®@ibtenir un produit cellulaire
LNk ( t et i;Bédiatgimant disponible pour des transplantations abogquesL f Vv QS EA & (i

pas detraitement a base de microbillet cellulesutilisé en cliniqueDe nombreusegtudes ont

démontré qu@ est possible de cryopserver les microbilles (majoritairement comges

dQlginate) dans des milieux de catation principalement constités de milieux de culture et de
FBSCependant, ces solutions ne sont pas aéappour une utilisation cliniqueDe plusil ya un

mangue de donnéesur nalyse des propétés des microbilles cryopréservédisfaut donc les
explorerdavantageLetableau8résumef S& LINAY OALJ dzE F GG NA O deia RQdz
0 NF A G S Yshgrie. RS  Q

Catégories Critéres/exigences
Composition du biomatériau Matériaux naturels moins colteux, biocompatibles, faiblement
immunogene.
Méthode de fabrication des = Techniqus de fabrication reproductible simples, cytocompatiblg, sans
microbilles addition desolvans organiques composés chimiques
Diamétre des microbilles Microbilles detaille de 400500umou inférieure
Injectabilité LyaSoalroAatAidS RS&a YAONROAT f SasGk

sans significativement compromettre leur intégrité.
Stabilité dans les solutions = Les microbilles doivent étre stables dans les solutions physiologique
physiologiques au moins 1 semaine.
Propriétés mécaniques al AYGSYyANJ dzy S NBaAadlkyOS £ tF O
Type cellulaire utilisé doit étre compatible avec les transplantati

Types cellulaire allogéniques et avoir un profil de sécrétion de facteurs proangiogésic
éleves.

Biocompatibilité La viabilité doit étre > 70 % selon les exigences de |g T8DA
Permettreune libération accrue de VEGF, une cicatrisation de plaie

Efficacité proangiogénique un modéle in vitro et une augmentation des néovaisseaux dans un mc

in viva
Utiliser les milieux de congélation cliniquement approuvés (plasmalytt

Cryopréservation tréhalose, érum-aloumine,S G OP PV X YIF Ay (i Sy A NJ dz

proangiogénigue des cellules encapsulées, les propriétés mécanique:
I'injectabilité des microbilles (21, 23G) aprés décongélation
Tableau8¢ 09 EAISYyO0S& Rdz RS@St 2 LIS Y Staileméntres/maladie® istdemiques) St £ dzf | A
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2.8.2 Obijectifs et hypotheses

2.8.2.1 Hypothése et Objectif général
5Q LEINB-& | f &t@rStureReSistainte f QSy OF LJadzZ F A2y OSft € dzf | A NI
pharmacologique serait des technologies prometteuses a explorer paméliorerf QST FA O OA

thérapeutique des patients atteintde maladies ischémiques.

~ A L LA

[ QK@ LR GK§aS ISy S Ndstf ghe IR Sombd&sori & cds kddux $echnologies
permetirait de créer un produit cellulaire cryopréservable, injectable, stable dans les solutions
physiologiquegiuiamélioref I & dzNIAS Si f QF QA MMDIS LINBI y3IA23S

[ Q20 2SO0 AT LINR y Ocorckvdir etR 8 2 QI8 Anpha@iuB dellulaird ijactatieS
stable et cryopréservable composéde microbilles chargées de CSM, poune thérapie

allogénique des patients atteintsle maladiesischémiques

Crapressontdécritsles troisobjectifs principaux de notrétude:
2.8.2.2 Objectifs spécifiques

28.2.2.10bjectif 1: 5 SY2y iU NBNJ |j dzS QS yWOldada def hydioget y RS 3
thermosensible a base de chitosane et le préconditionnement pharmacologiyee de
OStladidNRf |YSEA2NB I Q@GAFOAfAGS SG QI OUAD
un modele animal sain.

Pour y parvenir, nous avons suivi plusieurs étapes, dont les principales sont les suivantes

); OF €t dzSNJ £ QSTFSG Rdz LINBO2 Y RA UA 2y yPhiypégisémentdzNI € |
nous avongompare la survie des CSM préconditionnégsvede groupe de cellulesontraitées

dans un hydrogel en condition normale et dans un milieu pauvre en nutriapés une semaine

de culture

AAO ylrteasSN ft QSTFSE  kdmtiduNds Gtgurs ApfodngiogéhguesS y & a
sécrétéspar les cellules encapsuléedNous avons sélectionn8 facteurs proangiogéniques

(VEGF,FGF2,SBF 0 t LI NGANJ RS fF fAGGHSNY GdzNB @
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AAAO ; OFfdzSNI £t QSTFFSG Rdz LINBO2yRAGAZ2YyYy.8lauSy i & dz
avons spécifiguement évalué la prolifération des HUW& un modele de coculture avec les

cellules encapsulées (traitées/norgn paralléle, nous avorégalementmesuréla vitesse de
FSNXYSGdzZNS RS €F LIXFAS RIFIya dzy GSad RS YAINF G,

obtenus des cellules encapsulgssratch test)

iV); @1 £ dzSNJ £t QSFTFSG Rdz LINBO2YRAGAZ2YYSYSyYy(d adzNJ f
modéle animalb 2 dza | @2y a4 &ALISOAFTAI dzZSYSy G S@FfdzS t1 RSy

inflammatoire des cellules encapsulées dans la régionipgaiant apres une semaine.

2.8.2.2.2 ObjectiRY 5S @St 2LIISNI SG Sl of AN dzyS LINBdz@S
injectable et cryopréservable a base de microsphere et &I
[ Q2 LIGAYAALFGA2Y Rdz LINPRdzZA G OSf € dzf I:ANB Sy Ol LJadz

i) Comparer les propriétésdes microbilles de 3différentes compositions de microbilles
(chitosane, chitosanaélatine et alginate)dans cette partie, nous avons évalué latdbution
de taille,larésistancemécanique]/'injectabilitédes microbillesNous avons également étudié les
propriétés biologiques des cellules encapsuléegvaluant leur survieet leur activité paracrine

(relargage de VEGF).

AAO  ; @F € dzSN) £t QSTFFSUO Rdz LINBO2YRAUGAZ2YYSYSyYyd | d:
microbilles de chitosanayélatine Basés sur les résultats de comparaison des différentes
matrices, nous avons choisi la formulation du chitosgétatine pour la suite du projefNous
avonsévalle f QA YLI OG Rdz LINBO2yY RA (BAM20ySYNT YiSAy2(ly &RIENJ +f9I-D C¢
proangiogénique des cellules encapsulésssugé a traversla migration et la prolifération des

HUVEC en cocultuie vitro. Les cellules non tiiéesont servi degroupe controle

iii) Examiner la faisabilité de cryopréserver [e6SM encapsulées dans les microbilles.
Spécifiguement, nouavonscompare la viabilité et relargage de VEGF dans différents milieux de
congélation(alphaMEM+BSA et Plasmalyte+B%Ah de sélectionner le meilleur milieadapté

pour la préservation du produit cellulaire. Par la suite2 dza | @2y a Sdu f dzS f
LINBO2YRAGAZ2YYSYSYy (G &dz2NJ £+ @GAFOAfAGS Ssavec QF O A ¢
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le meilleur milieu de congélation (Plasmalyte+BSA). Nous avoggalement caractérisé
f QA y 2 S Oarésistantehdrapiqud de nficrobilles aprés cryopréservation

2.8.2.23 Objectif 3: Développer ue formulation de microbilles injectables et
cryopréservables base deR Q I f Fgklgfiheithargées de CSkh utilisant un systéme
2l EALFf tsangliutgE RQF A NJ
5lya fl O2yUAydzZAdS RS tQ2LIWGAYAalGA2Y Rdz LINR Rdz
fabrication de microbilles sans huik® | { (i d& ke dbjBctif a étééaliséeen plusieurs étapes

a savoir.

i) Fabruer et caractériser les microbilless baseR QI € IAY | GS o !-gélatikg/ I § S5
Spécifiguement,nous avons évalué lalistribution de taille, stabilité dans les solutions

physiologiquest irfectabilité et larésistance mécaniquédes microspheres

i) Evaluer lasurvie et f ativité proangiogéniquedes CSM encapsuléeBlus spécifiquement,

nous avons évalué la survie des cellules encapsulées, mesuré la quantité de VEGF libéré et évalué
la vitesse de prolifération et migration des HUMEC f QI ARS RQdzy GSaid RS
6 &aONdP)indo. G Sa

i)¢cSaidSNI £t QSTFS(G RS led dellul€s eBcapuldedSPius prédiséimang yiousa dzNJ
avons comparé différentes compositions de milieux de congélation (Tréhalobé-023M, 246

et 10% DMSO) sur la survie, la libération de VEGF et la capacité des CSM encapsulées a stimuler
la prolifération et migration des HUVE@Qous avons également caractérisg résistance
mécanique des microbillesa la compressionfirfectabilité et la stabilité des microbilles

cryopréservéesvec le meilleur milieu de cgglation (0,3M 10%DMSQ)
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Chapitre 3¢ Article 1- PharmacologicaPreconditioning
Improvesthe Viability and ProangiogeniaracrineFunction
of HydrogelEncapsulated Mesenchymal Stromal Cells

Introduction: [ QS G dzRS & dzA @ PhaimacoldgicalPxetaimiti®ring In@ovesthe
Viability and ProangiogenicParacrineFunctionof HydrogetEncapsulated Mesenchymal
Stromal Cell® Q 1LJdz8§ 11 S S R I ySEemdelBint@ratdmdf\@Iiime20D1 Article ID
6663467 https://doi.org/10.1155/2021/6663467

AAAAA

5l ya OSGGS SidzRS:T 2QFA O2ycedz SG NBFfAAS (2dzi$S
LINBO2YRAGAZ2YYSYSyYyd LKIFNYIFO2ft23AdzS I SO €S 0OS
LINR I y3A23ASYAldzS Ay @GAGNR S Ay @OA@2d WQlF A | dza:

également rédigé toutes les sections du manuscrit.
Cidessous, vous trouverez la contribution des autres coauteurs
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3.1 Résumé

Theefficacy 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 ame¢tionsof mesenchymastromal
cells(MSG encapsulatedvithin aninjectablescdiold. Bonemarrow MSCfrom rat (rMSC) and
human (IMSC) origin were preconditioned for 1 hour with celastrob or vehicle (DMSO
0.1%v/v), then encapsulated within a chitosdrased 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 assessatgtsed 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 thenetabolic activityof IMSCandhMSCcompared to vehicléreated cells, with 90%

and 75% survival versus 36% and 58% survival, respectively, after 7 days in complete media and
80% versus 64% survival fuviSCafter 4 days in low serum medip€0.05). Celastreireated

cells increased quantities of proangiogenic cytokines compadcedehiclepretreated cells,

with a significant3.0-fold and 1.8-fold increaseof VEGFand SDF1", respectively | <0.05).
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The enhanced paracrine function of precondition&ddSCwas demonstrated by accelerated
growth and woundclosurevelocity of injured HUVEC monolaypr(0.05) in vitro. Moreover,
celastrottreated cells, but not vehiclreated cells, led to aignificant increase of neovessel
density in the perimplant region after one week in vivo compared to the conti@lank
hydrogel). These results suggest that combining cell pretreatment with celastrol and
encapsulation in hydrogel could potentiatE€SM therapy for many diseases, benefiting

particularly ischemic diseases.

3.2 Introduction

CardiovasculadiseasgCVD)s a leadingcauseof mortality, and of these deaths, 85% are due to
ischemic events(181, 182) Clinical management includes fibrinolytic therapy, primary
percutaneouscoronary intervention, or bypassgraft surgeryto restore blood flow(183187).

However, these interventions cannot regenerate dead cells and scar tissues.

Mesenchymalstromal cell (MSQ therapy is a promising treatment for various degenerative
diseases by triggering neovascularization and stimulating tissue regene(ati@d, 188191)
MSCwhichareabundantand only weaklyimmunogenic, are readily used in several clinical trials

in regenerativanedicinefor the treatment of ischemiadiseases such as hind limb ischeiti@,

68) and ischemic heart diseasd2, 192) These cells are able to secrete proangiogenic,
chemoattractant, and anti-apoptotic mediators useful for the recovery of ischemic tissye,

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 microenvironment$92, 193)In this context,injectablescdiolds
havebeenproposedto localize, anchoand protect cells in the target tissu¢d3, 118, 120, 195,
196) Our laboratory has developed sealds 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 cytpedibility (132,

197) However,the hydrogeldoesnot prevent and may even exacerbate the lack of oxygen and
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nutrients reaching the cells, which can negativaliect their viability and therapeutieffects.
We therefore proposeto combine encapsulationwith cell preconditioning to improve cell

retention, survival,and function.

Preconditioning consists in activating cytoprotective pathwhyseither exposingcellsto 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, 201harmacologicgreconditioningwith certainnaturalclasseof
antioxidantscould be particularlyinteresting.Celastrolis 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 inflammat{@@2)and chronic diseas€459) Our team
showed that a short burst treatment with celastrol protedaslisagainsthypoxiaand oxidative
damageasfoundin ischanictissuesandincreasexell paracrinecompetencewith the enhanced

expressiorandsecretionof manypotent bioactive factorg18, 201, 203)

In this study, we demonstrate that combining both cell encapsulation and pharmacological
preconditioning enhancethe viability andthe proangiogenigaracrinefunction of MSCin vitro

and in vivo and could be useditoprove theoutcomesof celltherapyfor ischemic diseases

3.3 Material and Methods

3.3.1Hydrogel Preparation
The chitosan thermosensitive hydrogel is prepared by mixing an acidic solution of chitosan and a
gelling agent solutiofl 70] which wereprepared 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 3.338/Y) 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.

Thegellingagent(GA)solutionis a combinationof two weak bases, namely, sodium hydrogen
carbonate NaHC® SHC, Solon, OH, USA) aitsphate bidier (PB)(132) PB solutionwas
preparedat 0.2M andpH8 by mixingsodiumphosphate dibasic(S?Q SigmaAldrich,ON,CA)and
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monobasiqSPM, Sigmaldrich, ON, CA) with volume ratio 0.932/0.068Milli-Q water. Then,
SHGwvassolubilizedin a PB solution and vortexed until complete solubilizatibime GAsolution
(PB 0.2M-SHC 0.37%) was then sterilizedoy filtration through a 0.22>m filter (Corning
incorporated, NY, USA) and stored & 4intil experiments.

3.3.2 Cell culture
The isolated bone marrow-derived rMSCfrom male SpragueDawley (203) (CharlesRiver,QC,

Canada)were cultured with alpha minimum essential mediuralpha MEM, Gibco, USA)
supplemented with 10% Fetal Bovine Serum (FBS, Gibco, USA), while bone -deived
hMSG (Lonzalnc., ON, Canada)were cultured with NutriSem XF (Biological Industries, Israel)
supplemented with 0.6%€SMNutriStem XF Suppl. Cells were seeded at 6,600¢emsityand
cultured up to 90% confluencebefore experiments. Human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC: ATCC, ON, CA) were cultured with endothetath medium200 (EGM)and 5%FBS,
supplementedwith 2% low serum growth supplement(LSGSL.ife Technologies) a®,000/cn?
density.Beforeseedingof HUVECdisheswere coatedwith porcinegelatintype A (SigmaAldrich,
Oakville©ON, Canada) diluted in sterile phosphatéibusaline (PBS1X, Sigkrich) 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 precondioning, also called pharmaemptimisation (18) was carried out with celastrol
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA), according to the previously described 1f2&8pd
Briefly,adheredcells(at 90%of the confluence)were stimulated for 1 hour with celastroll >M
(dissolved iDMSO 0.%v/v) or vehicle(DMS@.1%(v/v)) at 37°C,5%CQ in alpha MEM 1% FBS.
This concentration of celastrol was chosen followpngliminaryoptimizationassayperformed
onnon-encapsulated cells coated by angn layer of hydrogel, as describedsupplementatiata
(Figurel and 2 SCellswererinsedthree times with alpha MEM 1% FBS and left to recover for
4 hours at37'Cand5%CQ in alphaMEM10%FBSbeforeencapsul&ion in the hydrogel.
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3.34 Preparationof MSCGLoaded Hydrogel

Hydrogelbpreparationfor cell encapsulatioonsistedof mixing aCHsolution, GA solution, and
cell suspension at the volume rati®6, 0.2, and 0.2, respectively.The mixingwas madein 2
consecutive steps: first, mixing was done by consecutive bae&nd-forth plunger passes
betweensyringes filled with CH and GA solutiq82, 204) The preformed gel (still liquid at
room temperature) was immediately mixed 15 times with the cell suspensitie. final

compositionof the hydrogelwas CH2% (w/v)-SH®.075M-PB0.04M.

Forin vitro studies,a volumeof 200>L of hydrogel(cortaining7 x 10° cells)wasdepositedin 48-

well platesandleft to gelfor 3 minutesat 37°C,5%CQ. Then,500>Lof complete alpha MEM was

added on the top of the gel and the plates were further incubated &€3The alpha MEM was
renewedon day4. Asdescribedoelow,cellviabilityandparacrine factor release were first studied.

The proangiogenic properties were then directly assessed using a wounded HUVEC monolayer
Fadle 6aaONy Gd§OK G Saiévih ehcgpBulat€dBMSAAINrdsNS we2 T | | +

normalized to the vehickreated cells.

3.3.5 In Vitro Cell Viability

Cell viability was measured on ddysind 7 on cells loaded in hydrod&lx 10°/200 >L of the
hydrogel) and incubated in complete culture mediM8C hMSQ. Cell viability in low serum
culture media(alphaMEM 0.2%FBSWwasalsoassessedafter 24 h of encagsulation as described
above. For this, culture media were chandgedow serummediaculture (500>L of alphaMEM
0.2% FBS) and cells wéunether incubated at 37TC, 5%Cg&for 3 days. All results were normalized
to the vehicletreated cellsas100% Cellviabilitywasfirst quantified by measuring the metabolic
activity using alamarBlue assay (Biotium Inc., Fremont, CA, B8#gzurin (10%v/{v)) was
diluted in complete medium and incubated for 3 h before measurement of fluorescence
emission at 560590 nm (BioTekinstrumentsinc., Synergyt, USA)Viability wasalsoconfirmed
with live/dead assay(Life Technologies, ON, CA). Cells were incubated with sémenalpha
MEM containing 2>M calcein AM and 5.5M homodimer ethidium at 3T, 5% C£) for 45
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minutes. Pictures were taken with a fluorescence inverted microscope (Leica DMIRB) at 50x

magnification.

3.3.6 Paracriné\ctivity Assessmenof HydrogetEncapsulatedells
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 cultur®00 >L of alpha MEM 0.2%FBS)and the cellloaded
hydrogel was further incubatedat 37°C,5%CQ, for 3 days.Paracrine activity assessment was
carried out with ProcartaPlex multiplémmunoassayThermoFisheBcientifidnc.,MA, USA)y
measuring quantitatively proangiogenicprotein concentrations (VEGFa, FGF2, and-BDkn

the conditioned media. Celiability in low serum media was also assessed, as described above.

3.3.7 ScratcT estor WoundHealingAssessment

To perform the scratchtest, adheredHUVEQ15,000/well)were cultured overnight in 9éwell
plates (Essen BioScience, Inc.) previously coated with gelatin 1% for 2 Tiwairgext day, the
HUVEQnonolayer was scratchedwith a Woundmaken (Figure # (a) EsserBioScience, Inc.).
Platesverewashedwith PBS 1)XConditioned media (alpha MEMO0.2% FBS) from hyd+ogeled
CSMwere centrifuged for 15min at 1,300rpm (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
addedto each well Plateswereincubatedat 37°'C,5%CQ®, andimageswere takenevery2 hours
for 24hourswith IncuCytet ZOOMsoftware (EsserBioSciencdnc). Therate of wound closureof
HUVEGncubated in conditioned media from celastrptetreated hMSCwas compared with
conditioned media from vehicleeated cells.CompleteEGM200vasusedasa positivecortrol,

while alpha MEM 0.2% served @segative control.

3.3.8 Cocultureof HUVEQvith EncapsulatechMSC

Cocultureof HUVE@vith hMSCGloadedhydrogelwasperformed using Boyden chambedifSigure
14 (b), Corning Inc., NYYJSA)HUVEE15,000/well;approximately60%of the confluence) were
left to adhere overnight in gelatinoated 24well plates.Thenextday,hMSGweretreated with

celastrol or vehicle anohcorporated into the hydrogel solution (as descritszbve).Avolume
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of 200>L of hydrogelwasintroducedwithin the Boydenchambersandleft to gelfor 5 minutes
at 37C. The Boyden chambers were then transferred into24h&vell plates, and ML ofalpha
MEM 0.2% FBS was added before further incubation &€,33%C® HUVEC growth was
evaluated by comparing cell metabolic activiyO h, 24 h, and 48 h usingresazurin.HUVEC
incubatedwith complete EGM and alpha MEM 0.2% (in the presen¢gdfogeswithout cells

ashydrogelblankswereusedaspositive and negative controls, respectively

Boyden chamber

Hydrogel
encapsulated hMSC

Secreted proteins

B = HUVEC monolayer
(a) (b)
Figure 14¢  ((a)Initialwoundof HUVE@onolayermadeby the Woundmaker (b) Schematiecepresentationof the

cocultureof HUVEQvith hydrogetencapsulatechMSCseeded 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 Institutfamedlal
ProtectionCommitteeof the CRCHUMEirst rMSCwere preconditioned as described in Section
3.3.3 Then,cells were trypsinated and stained with Vybranwt DID (1,1-dioctadecy3,3,3,3-
tetramethylindodicarbocyanind-chlorobenzenesulfonate salt) celtabeling solution for 20
min in serumfree media according to the manufacturgrotocol (Life Technologies)Cells
preconditionedby celastrol orvehiclewere incorporatedinto the hydrogelsolution as previously
described(3x 10°/200 >L of hydrogel),and both soluions were subcutaneouslynjectedinto the
dorsumof 8 female Spragu®awleyrats (CharlesRivers)usinga 23 G needle.A third injection
consistedof the hydrogelwithout cells(control group).Labeledcellin vivo signalwasmeasuredon
days0 and 7 by fluorescencemaging (eXploreOptixt MX2 system ARTAdvancedResearch
Technologiednc.,Canada)Theregion ofinterest (ROIl)was scannedusingan excitationsource
at 670nmwith aspotsizeof 1.0mm.

On day 7, ratsvere euthanized, and gels were immediatekcised fixedin 10%formalin,and

64



embeddedn paraffin. Histological sections obén thickness were fixed on charggthssslides.
Immunohistochemicastainingfor von Willebrand factor (VWF), and CD68 was carried out on
paraffirembedded formalidixed samples using the automated Bond RX staining platform from
Leica (Biosystemdustralia). Sections werdeparaffinizedinside the immuno&iner. Antigen
recovery was conducted using the specific proprietary solution from Leica Biosystems: Heat
induced Epitope Retrieval (ER) with ERZlIIgw 6 dzi S NJ F 2 NJ-LLJI5 ¢ § dz2 SINJI9 v NIK @ 2
long as 20 minutes. Sectiomgre then incubated with 156L of each primary antibogl VWF
(MilliporeAB7356; 2200) and CD68 (Abcam AB316B@00),for 15 min at room temperature.
Detection ofspecificsignalswasacquiredby usingBondPolymerDAB Refindit (DS9800, Leica

. A2aeaidsSyauv I OOechdmendaions. BlidésIN@ «thuRtér Ndn&d automatically
with hematoxylin included in the detection kit. The thickness of the macrophiabelayer
(CD68+) was blindiyjeasuredat 3R A T SIbid&tifrisin the inflammatory area around the gels
(large, medium, and small) with NDiewsoftware,andanaveragevascalculated Theneovessel
density (VWF+ intensity) in the granulation tissue at the-gefiarea was scored by a pathologist
(FA) who was blinded to experimental conditiofbe gale spanned from to +++andwasthen
classifiednto 2 R A 0 S didbiys.Samples scored as +++ were categorized as high response and

samples scored below +++ (+ and ++) were categorized as low response.

3.3.10 StatisticaRnalysis

Eachexperimentwasperformedat least in triplicateN (number of repeated experiments) anu

(total samplenumber)areindicatedin eachfigure caption. Allresultsare expressedn the mean
t+standarderrorof the mean (SEMJ-test and ANOVA (StatgraphiX¥1l) weraised to determine

the statistical diierence between groups, witlp valuesbelow 0.05 consideredstatistically
significant. The fisherH and Kolmogorosbmirnov test were used to compare the variances
between groups and the normalitgf the analyzeddata, respectively.StudentT-test analyses
were performed on data with a normal distribution, whereas a nonparamd#ann-Whitney

test was performed on datathat 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

3.4.1Hiectof PharmacologicaPreconditioningonthe Viability of Hydroget
EncapsulatedVISC

The preliminary proof of concept was performed witMSC(hMSCand MSQ culturedin 2D

and coveredby a 3mm thick hydrogelf @ SNE KA OK fAYAG& ydziNRSyl
with celastrol enhancettMSCviability in a dosalependent mannefsee Figures 2S ands3in
supplemental data)A singledose (1>M) was then chosen for further studies with cells
encapsulatedin 3D in the hydrogel. The efficacy of cell preconditioningwas evaluated in
completeand in low serummedium first with rMSGwhicharereadilyavailable andiseful for

preclinical studies. Results were then confirmedwith hMSC sincetheseare usedfor in vivo

tests Figurel3 presentsthe metabolic activity of rMSG treated with celastrol1>M or the

vehicle, encapsulatedin the hydrogel, and incubated in complete medium (10% FBS),

reported as the fluorescence sign@uUl) While there wasnoda A Ay A FAOF yi RAGSNBY
the two groupsat day 1, the metaboli@activity after 7 dayswas significantlyhigher forthe
celastrottreated cells,with about90%versus36%of the initial value of the vehicletreated

cells at day 1 (Figurel5 (a), p<0.05). Thissuggestghat pharmacological preconditioning
withcelastrol>a KIFR | &adNRy3a SiSOG 2y YI MSCThisiwgsh y 3 DA
confirmed by live/dead assayat day 7 (Figure13(b)). Resultswere confirmed in hMSCwith
maintenance of their metabolic activigt 75%versusb8%for celastrolandvehicletreated cells,

respectivelypnday7 (Figurel5 (c)), p<0.05).Live/deadassayconfirmedtheseresults(Figurels
(d)).
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Figure 15¢ (Celastrol increases viability of encapsula@8Min normal medium: (a) metabolic activity at days 1 and 7
of rat MSCpreconditioned with celastrol 4M or vehicle (DMSO 0.1%v), meant SEM; b) live/dead pictures
taken at day 7n=8, N =3; (c) metaboliactivity at days 1 and 7 of hum&SMpreconditioned with celastrol 1
€M or vehicle, mear SEM,n=14,N =5; (d) live/dead pictures taken at day 7 (viable cells: green, dedld:

red, scale bar 200m);. p<0.05 versus the vehicle at the same time pdint

To verify the benefits of pharmaemptimization in hydrogeencapsulatechMSCplaced in a
nutrient-deficient environment, cells were incubated in low serum me(fl2%FBS)Cell
metabolic activity was then assessedat days 2 and 4. The metabolic activity of cells
preconditioned with celastral >M was increased by 27% and 56% compared to the vehicle
treated hMSCat days 2 and 4gespectivelyFigurel6 (a),p <0.05).Moreover,the comparisorof
cellmetabolic activity at days 2 and 4 showed that about 80% of celastaled cells remained
viable on day 4, compared ®4%for the vehicletreated cells.Live/deadstainingconfirmed

theseresults, showing alearincreasen the number of live cells in the celastrol group at day 4
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(Figurel6 (b)).
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Figure 16¢ (Celastroincreaseghe viability of encapsulatediSCn low serummedia:(a) metabolicactivity, at days2 and
4,of hMSoretreatedwith 1 M of celastrolor vehicle (DMS0.1%v/v), encapsulated in 2061 ofhydrogel,and

incubated in lowserum mediamean+ SEM,n=7,N =3 (. p <0.05 versusthe vehicleat eachtime point); (b)

live/deadpicturestakenat day4 (viablecells:green,deadcells:red; scale bar = 200m)).

Regeneration of damaged tissues s Ctherapy does require not only cell survival but also
efficient paracrine activity in target tissues. Particulamlyschemic tissued)SQparacrineactivity

is essentialto promote neo-angiogenesisaand subsequenttissue reperfusion. Therefore, the
conditioned media fronthe hydrogel encapsulatedMSCGn low serumwere retrievedon day 4
and used to measurethe concentration and bioactivity of 3 main cytokinesinvolved in the
revascularization, cell migration, and proliferation, namely, VESIBEL" ,andFGF2 (Figurel?).
The concentrationsof VEGFa and SOF were significantly increased for celastimietreated
hMSC with a 3fold (8885+261 vs. 2547%2331pg/mL, p<0.01) and 1.8fold increase (1212
+116vs. 2698+ 276pg/mL, p<0.05) comparedto the vehicletreated cells, respectively. Despite
- Of SFNJ GNBYR T2 N iARGE caniérd bebveeh B&eladirél(68+6py/mils NBy OS
and vehicle(41+8pg/mL) pretreatechMSQyroupsdid not reachstatisticalsignificancef=0.26).

Rawdataof paracrineactivitiesarefoundin supplemental data (Figu4S)
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Figure 17¢ (Celastrolpreconditioningincreasesthe amount of angiogenicfactors releasedby encapsulatedhMSC

(@) VEGFRa (meant SEMn O 6, N=4); (b) SDFLU (mean+SEM,nO 12, N=4); and (c) FGF2 (mean+ SEM,

n=6, N =3) concentrationsin conditioned media of hydroge&incapsulatechMSCon day 4 (. p<0.01 and p

<0.05; no significant dierence between groups with F&~mean + SEMn = 6, N=3).

Thesedata suggestthat celastroltreated hMSG encapsiated in the chitosan hydrogel have
enhancedproangiogenic bioactivity compared thicletreated controls. The functionaspect

of these results was validated in two in vitro assaysphamely, scratch test experiments and
HUVE@MSCcoculture experiments.

3.4.2 Hiect of PharmacologicaPreconditioningon Paracrine Activitiesof
HydrogelEncapsulatedMSC

Figure18 presentsthe growth of HUVEC when cocultured with hydregetapsulatechMSC
preconditionedwith celastrol or vehicle. Paracrine activityldfiISChad a clear @ect on HUVEC

as shown by increased HUVEC growth compargbamegativecontrol (HUVEGn alphaMEM

69



0.2% FBS).(p < 0.05, Figure 16(a)). This eliect was further strengthened by celastrol
preconditioning, witha 28% and 26% increase compared to the veHidated cells after 24 and
48h respectivelyp <0.05),and cellgrowth reachedevelssimilarto the positive control group of
cells grown in complete medsupplementedwith serumandendothelialgrowth factors (EGM),
while a significant dierence between vehickreated cells and the positive control group was
observed at 24 and 48 (p < 0.05).

In the next experiment, a wound created alHUVEC monolayer was incubated with conditioned
media from celastrelor vehicletreated hMSCin order to assess the velocity woundclosure.
AlphaMEM0.2%FBSand EGM were used as negative and positive controls, respectiBeli.
conditioned media significantly increased wound clostompared to alphaMEM (Figurel8 (b),
p<0.05).However, wound closure in the celastrol group was accelerated compared to the vehicle
group at each time point, and the icérencereachedstatisticalsignificanceor the time points

between 14h and 22h (p < 0.05).
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Figure 18¢  (Celastropreconditioningincreasegaracrineproangiogeni@ctivity. (a) HUVE@rowth whencoculturedwith

hydrogetencapsulatedhMSC Alpha MEM 0.2% FBSand EGM were used as negative and positive controls,
respectivelyfmeant SEMn O 3,NO 2);. p<0.05versusthe vehicleat 24h;. . p<0.05versusthe vehicle at 4%;

$p <0.05 versus alpha MEM 0.2% FBS & 4@®) Eiect of paracrine activity of hydrogehcapsulatecdiMSGon
woundclosuremean+ SEMn O 9,N=2; negativecontrol:alphaMEMO.2%FBSpositivecontrol: EGM (p<0.05

versusthe vehiclegroupat eachtime point).
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3.4.3ParacrineFunctionAssessmenin Vivo.
hydrogetloadedcellsinjectedinto rats, the fluorescencantensity emitted by the encapsulated,
Vybrantstained cells was measuredimmediately followinginjections and after one week.
Fluorescencavas expressedn percentof day O (Figure19). Fromday O to day 7, the signal
emitting from the celastrottreated cell group is higher than that from the vehitteated cell

group, with a 2.4 and 1.4fold increase respectively on day 7, without however reaching
statistical significance
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Figure 19¢ (Celastroltreated hydrogelencapsulated VybrargtainedMSCdisplay 2.4fold higher retention compared
to vehicletreated MSCat day 7 (meant SEMn =8, N=2). (b) Representativéluorescencémagingof Vybrant

stainedencapsulatedMSCat 7 days;blank: hydrogel alone containing no cells; skin: no hydrogel on.cells

Figure 20 showsa trend of Yy A Y Y dzy 2 Y 2 R dzf MSCiithya reéslic&lQuiea of F
inflammatory cell presencein the peri-implant region compared to the control group containing
no cells(see thetransparent arrow) However, closer examination shows a trend of increasing
macrophageinfiltration in the peri-implant region by8%and 21%with vehicle and celastrot
pretreatedMSC respectively, compared to the control condition (bldrjdrogel).

Table9 presents the scores of neovessel density evaluatethe granulationtissue at the peri-

gel area. The scores were divided into lewnd highresponsegroups The score oheovessel
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density in the perimplant region of celastroltreated CSMwas highest (7 cases out of 8) followed

by the vehicletreated MSC(5 casesout of 8) and only 1 case out of 6 in the control group (gel
gAUGK2dzi OStftavd ¢KS RAGOSNBEY OS-precbniitiofe vells@i8 KA Of S
not reach statistical significance; however, only the celagiretreated hMSCgroup showed
significantly higher neovessel density compartd the control group (p =0.008. Figure21

shows anillustration of representative images of neovessel density in the-ipgplant region.

See the details of the scoring the supplementarydata (Table1S).
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Figure 20¢  (Thicknesof the macrophagerich region around the implant on day 7. The control group was the
hydrogelwithout cells.b) Representativémages showingnacrophage infiltrations in the@eri-implant region

for eachtreatment group; arrows (W ) illustrate thethickness of the macrophagich region (brown, CD68

staining, scale bar 5G0m), and arrowsH ) illustrate the total immune cell infiltration& the peri-implant

region).

Score results

Samples Low response (+,++) High response (+++)

Control 5/6 (83%) 1/6 (17%)
VehicleCSM 3/8 (37%) 5/8 (63%) Pt
CelastrolCSM 1/8 (12%) 7/8 (88%)

Tableau 9¢ (Score oheovessel density ithe perrimplant region after7 days.)
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s BN S

Control Vehicle- MSC

Figure 21¢ (Representativamagesshowingthe increaseof neovesseldensity with MSCin the peri-iimplant region
(granulation tissue). Celastrofreated MSCdisplay thehighest neovessel densitArrows indicate neovessels

following VWF staining (brownggalebar 106em).

3.5 Discussion

Herein, we report that preconditioninylSCwith celastrol for 1 hour prior to encapsulation
within a chitosan hydrogel improves cell viability and proangiogenic paracrine activity as
demonstratedthrough the increaseof growth factorrelease HUVEGroliferation, velocity of
woundclosure andincreasen neovessel number in the peimplant region in vivo.
Theseresultsarein line with our previouswork on cells without hydrogel, showing that a short
burst treatment of cells with celastrgirotects against hypoxia and oxidative stréssuced
death (18, 203) Protection was achieved e activation of survival kinasescluding pAKT
and pERK and heat shock and antioxidant response pathways with &h@ HSP70 protein
expressio201, 203) such rapid (1 h) and simple in vitro pretreatment prior to cell transfer
couldenhancethe efficacyof variousforms of celltherapies for ischemic diseases such as hind
limb ischemia.

Demonstratiorof the efficacyof celastrolon cellsencapsulated in a 3D dald is interestingsince
scdiolds are increasinglyised to enhancethe outcome of cell therapy. While simple cell
injection with saline is known to lead to rapid cell loss through both migration and ¢&3att205,
206) Combiningellswith aninjectablescaiold canenhance cell retention and survival and shield

cells from immunattack (83, 84, 195)The injectable thermosensitive chitosan hydrogsédin
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this studycombinesseveraladvantagedor cell therapy and tissue engineering applicatidhss
liquid at room temperature and rapidly gels at body temperature wit#sirablemechanical
propertiesand cytocompatibility.It hasshownvery promisingresultsin vitro asa local delivery

systemof Tlymphocytedor cancefimmunotherapy(207)and forMS((133)

Howevergencapsulateaellscanstilla dzifrSrivthe lack ofoxygenandnutrientsor from oxidative
stressin the target tissueslin addition, in this hydrogel,asin mosta O | {i 2ell $udvi¥atanbe
impairedby severalfactors suchasmechanicaktressduringthe encapsulatiorprocessyeduced
RAGdzAAZ2Y 2F ydziNASyGa [|[§Rrligied @& dgR b RA W yii 6811
which could lead to anoiki$2, 208) Our results show that celastrol significantly protects
encapslated bone marrowderivedMSCviability and further work will be required to determine
the mechanisms contributing to this observation.

In addition to increamg cell viability, this study showed that preconditioning by celastrol also
increasesMSC paracrine function. This key feature for S G S O Gell We8apy has involved
proangiogenicanti-inflammatory,and antiapoptdic cytokines(193, 209)In the caseof ischemic
diseases,proangiogenic paracrine activities contribute to wound healing by initiating cell
proliferation, migration, and maturation for tissuevascularization65, 210, 211)Celastrol
treatmentwas showrto significantlyincrease/EGFandSDFLh release, whereas the stimulated
release of FGE was also increased loglastrol;however,the R A i S Nl yoO&xchstatistical
significancecompared to the vehicle treatment group. It is important to mentitlwever that

this trend for FGF2 shoultbt equateto alackof functionalsignificanceconsidering that these
experimental observations were made at a given time point, whereasramalational situation,
the combinationof increasedcell lifetime and paracrinestimulation over a sustained period of
time may lead to significartenefits. VEGFaSDFLh, and FGFZXactorsmeasuredin the present
study are responsible fangiogenesis, proliferation, migratioexpression®f adhesiornprotein,
andextracellulamatrixreconstruction(41, 42, 212andareinvolvedin initiating tissue repair and
reperfusion following ischemi&211, 213, 214)The celastroistimulated increasein released
fadors observed in the present study may be partly due to the enhanced cell viability within the
hydrogel. However, thdéigherlevel of VEGFaelease(3.0fold) comparedto the increasein cell

viability (1.6fold) supports enhanced production and/or release stimulated by celastrol and
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independently of cellnumber maintenance.Further studies are required to elucidate the
important mechanism of enhanced paracrine factor production and release stimulated by
celastrol.

Many studies have successfuitlgproved the paracrine functionsf MSChy exposinghem to
sublethalenvirormentalstress(215-217)or by modifyingor transfectingcell survival gened. 99,

200) Cell preconditioning with celastrol h&se advantageo triggerthe synthesigathwaysof
proangiogenic and cytoprotective growth factors mimicking the ischemic enviroh(h8pThis
YAIKG FEt26 | NILAR GKSNI LISdziAO SuaSO0 o KSy
celastrolonthe proangiogeni@activityof encapsulatedSGvasconfirmedin the in vitro models
herein. The observedenefitswere greaterin the HUVE@rowth model, probably due to the
continuous stimulation oMSCin the coculture model, while in the wound healing model, the
MSGCconditionedmediumwasharvestedat a particulartime point and conserved prior to its
addition to media that wasoverlaid on the wounded HUVEQmonolayer. Basedon these
promisingin vitro results,the MSCGloadedgelwasalsotestedin the rat subcutaneousnodel. An
increasdn neovessetiensitywasobservedn the peripheryof the implant 7 daysafter injection

of the hydrogel containing celastraleated MSCcompared to the control (gednly) condition.

This said, stigstical significancewas not reachedwhen comparingneovesel density of the
celastroltreated MSCcomparedto the vehicletreated MSCpossiblydueto the limited number

of animalsin eachgroup and the singletime point of observationat 7-day postimplantation.
Moreover, the number of neovessels around the implanted hydrogel does not allow to conclude
about their ability to reperfuse ischemic tissues.

Toensureoptimal cell viability and releaseof proangiogenic factors and rapid vascularization of
the implant in the targetissue,the hydrogelcanalsobe createdunderthe form of microbeads
that ensure better diusion 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 bealevebped to optimize cell survival and function in scdiolds,
including scéold modification withextracellular matrix proteing84, 195, 219, 22@®)r addition

of bioactive agents(204, 221) Although interesting, these approaches couldeat the

mechanical and physicochemical properties of theliséa (204) The advantage of the present
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method is that it could be applied on any sé@ld and possibly on a variety of cell types, as
suggested by our previous wo(k8, 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 prlydrogel solution.

3.6 Conclusion

In this study, we demonstrated that simple and rapid phacologicapreconditioningof MSGwith

low doses of celadrol significantly enhancesthe viability and paracrine function of cells
encapsulatedn an injectable thermosensitivehydrogel. This strategy could be applied using
dilierent kinds of scaffolds, cell types, conditioning molecules, and compound combin&ians.
next stepwill be to demonstratethe benefit of cell preconditioningand encapsulatiorin cardiac
and hind limb ischemia/reperfusion injury preclinical models. Altogetl@ambining cell
encapsulationand pharmacologicapreconditioningis a promising strategy to enhanceMSC
survival, retention, and therapeutic function in order to imprawgtcomesof celltherapyand

regenerativamedicineapplications.
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3.8 SupplementaryMaterials

Chitosan acidic solution Gelling agent
CH solubilization in HCI SHC 0.0075M+PB 0.04M
(0.09M ) in MilliQ water
+ +
Steam sterilization (20 min Filtration (0.22um)
121°C)

. ‘L s

‘ﬁ Mixing chitosan acidic
msoluﬂon and gelling agent
>
oo , “i """""
Addlng cell suspenslon to

the pre-hydrogel

FigurelS (Schematic overview of hydrogel preparation. Adapted from Alinejad et al., international journal of

biological macromolecule2018.)
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Treatment groups

Figure2S (Preliminary assay to determine the optimum celastrol concentration forpreitonditioningwith
hMSC MSCculturedin 24well platesfor 24 hoursweretreatedwith celastrolat variousconcentrationg0,1>M,
and 10nM), coated with 50&-L of blank hydrogel (3m thickness) and incubated with alpha MEM for 48 hours. (a)
Viability ofhMSQpreconditioned with 1M (108) or 1>M (109) of celastrol and covered with3mm hydrogel
layerfor 48h. Mean+ SEMn=6, N=2 (*p<0.05); (b) live/dead picture@iable cells: green, deatlls:red),scale
bar200>m).
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Treatment groups

P

Figure3S (Preliminary assay to determine the optimum celastrol concentration for cell preconditioning with.rMSC
((@)viability of rMSCpreconditionedwith 10nM (10%) or 1>M (109) of celastrolor vehicle (DMS00.1%v/v)
and coveredwith a 3mm hydrogel layer for 48h. Mean+SEM,n=6, N=2 (*p<0.05).(b) Live/dead pictures
(viable cells: green, dead celied), scale bar 208m).
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Figure4S:(Celastrol preconditioning increases the amount of angiogenic factteased by encapsulated hM3L

VEGF (meant SEMnx6,N=4), (B) SDF1h (meantSEM

,Nx12, N=4), and (C)FGF2 (meant SEM)n=6, N =3)

concentrationsin conditionedmediaof hydrogelencapsulatediMSQn day4. TablelS: raw data scores akovessel
density in the perimplant region.
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Samples

Ratl
Rat2
Rat3
Rat4
Rat5
Rat6
Rat7

Rat8

ControkCSM
/

++
++
++

+++

++

VehicleCSM

+++
++
+++
++
+++
++
+++

+++

CelastrolCSM

+
+++
+++
+++
+++
+++
+++

+++

TablelS Raw data scores of neovessel density in the peri implant re
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Chapitre 4¢ Article 2 : Injectable, cryopreservable
mesenchymal stromal celbadedmicrobeadsfor pro-
angiogeniaherapy: in vitro proof-of-concept

Introduction : Lestravaux cidessus ont montré le potentiel du préconditionnement pour

' YSEA2NBNI AAIYAFAOIGAGSYSylh tF @GALFLOoATAGS Si
volumique thermosensible de chitosane in vitro et dans un modéle animal sain. Bien que ces
réadzt GFGa &a2ASyd LINPYSGGOSdINESI Afa LihaNged A Sy i
volumiqueldSdzi f AYAGSNI £ QF OO8 & | fdoer yhdAiahidrerplygiquaa S
la vascularisatiodu tissu ischémiquél22) Ce formaty QS & i LI a ypdufla drdfatdrdt | R L.
RQdzy LINPRdAzZA G OS¢t f dzf I A NINSONR2 FINISa§NIBIAGE S SG Ay

Pour résoudre cedimitations, le travail suivant développe un produit cellulaire a base de
YAONROAfEtSad / Sa YAONROATfSa LISdz@SYyd | YSE A2NBI
Sy Ol LjJadzZ SS&a> FAyaiA 1jdzQs iNBE ONE 2 LINRudeSmbRtleo f S a

f QAYTEdzSyO0S RS 0O2YLRaAldA2y Rdz 0A2YlF GSNRLI dz & dzN.
a2dzZ Ady2ya SAHESYSYyld ft QAYLERZNIFYOS Rdz LINBO2 Yy RA

proangiogénique des CSM encapsulées in vitro.

Ces travaux ont été publiés dans le jourrBiomedical Materia» Volume20 (2025) 015041,
https://doi.org/10.1088/1748605X/ad9afl

/| 2YYS O2yGNROdzGA2Y 2NAIAYIESET 2QFA RS@St 2 LIS
OKAG2alyS SG RQFIfIAAYIFGS LI N fF YSGK2RS RQSYc
NKS2t23AljdzS Si YSOIyAljdzS RSE KYyRSPHSOAELALSPa W
ldzE GS&ai&8 RS LINBO2YyRAGAZ2YYSYSyidsz RS ONEB2LINBA&S!I
Fl OGSdzNE LI N ONAya NBfINBdzSa Si RQSGlftdza GA2y
analysé tous les résultats8QlF A NBRAIS S YIydzAONARG 2NAIAYL

Voici les réles joués par chacun des coauteurs
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InésHamouda9 f £ S aQSad AYLX AljdzSS RIFya f QSGdzRS NKS2f 2

données et la révision du manuscrit.

Corinne Hoes B £ S | | LILRNIS &2y SELISNIAAS &dzNJ f QSt | ¢

microbilles, ainsi que sa contribution pour la révision du manuscrit.

Nicolas NoiseuxL f | | LILI2NILIS &2y SELISNIAAS REya fQStl oz

ainsi que dans la révision du manuscrit.

Shant Der Sarkissian 2 & dzLJS NIDA & S dzNJ R SQ $ 05 & darfEgenddsd cbordonaédzL IS NIJ |
f QI gdedrdsudtats, puis effectué une relectwerévision complételu manuscrit.

Sophie Lerouge SuperviseurddJNA Yy OA LI £ S RS\ yir §OBIdzR IS y&iStY$ €IS RS
f QSO dRE Q2ALOGANYA SRS A2y RSE LINRG202¢ 84 RS T 6NROI
et cryopréservation. Elle a coordonfiéQl y I f @ 4 S etRefeitué R 26yisios Somnpléte du

a

manuscrit.
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4.1 Résumé

Despite their recognized potential for ischemic tissue repair, the clinical uUgd8Zis 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 agdtablisha proof-of-conceptfor cryopreservable
hMSCloadedmicrobeadsInjectablemicrobeads in chitosan, chitosagelatin, and alginate
were produced using stirred emulsification to obtain a simislumemomentmeandiameter
(D[4,3] D 500 um). Cell viability was determined through live/deadassaysand vascular
endothelialgrowth factor (VEGF)eleasewasmeasuredoy ELISA. Proangiogenic function was
studied by measuring the wound closure velocity of human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) coultured with MSCGloaded microbeads. The effect of freegtleawing on
microbeadsmorphology porosity,injectabilityandencapsulatedSGvasalso studiedhMSC
loaded chitosarbased microbeads were found to release-fbld more VEGF thaalginate
microbeads [§ <0.0001) and chitosaggelatin was chosen for further studies because it
presentedthe best cell viability. Preconditioningwith celastrol significantlyenhancedthe
viability (1.12fold)andVEGHkeleasg1.40fold) of MSCGloadedin chitosarggelatinmicrobeads,

as well as their proangiogenic paracrine function (ad; p < 0.05). In addition,
preconditioning significantly enhanced the viabilityhdiSCafter 1 and 3 dysin low-serum
medium after cryopreservation p( < 0.05). CryopreservedhMSCloaded microbeads

83



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 anduclascthat chitosaq
gelatin microbeads with celastrplreconditioned cells form a promising dffe-shelf,
cryopreservable allogendSCproduct. In vivotesting 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 healthcondition that includes myocardial infarction, stroke, and peripheral artery
diseases, such as critidamhb ischemia(24, 222). Thetherapeuticpotential of hMSG in these
diseases is now well recognized, and several stuthesdemonstratedtheir ability to promote
tissuerepairand angiogenesi223) However the clinicaloutcomesof hMSG are still limited by
challengessuchas poor cell viability and retention aswell aslarge 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 expt®ie@ncapsulation
techniquedor enhancing theviability, retention, and functional delivery of therapeutic cell€9,

84). Microencapsulation offers a particularly promising approach to protect and sustain the
functions ofhMSG (21, 141) Compared with largescaffoldsmicrobeadsallow better diffusion

of oxygenand nutrientsto the encapsulateccells,which is required for survival and functional
performance(122) Microbeadsalsoleadto afasterreleaseof proangiogenicytokinesproduced

by cells(218) Moreover,while a bulk hydrogelmay form a physicalbarrier to vascularization,

the microbead format allows a newlyformed vascularizednetwork to passbetween the
microbeads. Finally, this format can be used to create a storable and-teadse allogenic

productof microencapsulatedells foreasierclinicaltransfer.
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Despite these potential advantages,to the bestof our knowledge,microbeadform cellular
products lack good viability, paracrine function, or easy clitiaatkferability Alginateisthe most
commonbiomaterialfor cell microencapsulationn the literature, thanks to its rapid gelation in
contact with C&" ions (172, 178) However, | £ 3 A ypooil @lEadhesive properties, non
biodegradability, and mechanical instatyilin the presence of chelators are strong limitations.
Chitosanthermosensitivehydrogelsare a good alternative for cell encapsulatiorand eventual
releasefrom the material(218, 224pecause of their biodegradability, biocompatibility, porosity,
and gentle temperaturelependent physical gelation without a crosslinkgr20, 132, 133)
Because chitosan celdhesivepropertiesare alsolimited, blendingthe polymerwith extracellular
matrix componentssuchasgelatin,can help increase the viability and paracrine function of the
cells(143, 225, 226)The impact of scaffold composition on the efficacy8Claden products
has not beerextensivelystudied.Moreover,the feasibilityof freeze/thawing must be confirmed,
as this process malyave an impacton cell viability, microbeadmorphology, and mechanical
properties(178, 227, 228)

The main objective of this study wasto developan injectable,cryopreservablenMSCloaded
productwith optimized properties to enhance the pangiogenigotentialof MSCacriticalfactor
for promoting the revascularisationn ischemictissues.We explored the use of chitosan (CH),
chitosarggelatin (CldGel), and alginate (ALG) as primary materials for microbead formation by
stirred emulsification (SE) and investigated the impact of the matehiaiceon the mechanical
properties, morphology, injectability, survival, and functional proangiogenic efficaty
encapsulatechMSC We demonstratethe advantages of chitosamased scaffolds in terms of
proangiogenic function and establish the proof of concept of cryopreservableG&H
microsphere. Wealsoshowthe potentialof cellpreconditioningoy celastrolanaturalcompound
extractedfrom the root of the medicinal plant Thunder God Vitepterygiumwilfordii (159, 160)

to enhancehe efficacyof this cellulamproduct.

4.3 Material and methods

4.3.1 Material
Chitosan from shrimp shells (ChitoClear HQG 11®@143Mw 150¢250 kDa, 89%degreeof
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deacetylation) wasprocured from Primex, Iceland. Chemical reagents including sodium
phosphate monobasic (NaPQi SPN), sodium phosphate dibasic (BPQ SPD, sodium
alginate from brown algae (MKBZ4415V, M#2¢40kDa,viscosity5.0¢40.0cps),gelatinporcine
skintype A (G1880) bovine serumalbumin (BSA 7.5%/v, A8412), calcium carbonate (Caf;O

and HEPES, were acquired from Sigidrich, Oakville, ON, Canada. Sodium hydrogen
carbonate (NaHCG{pwas purchased from MP Biomedicals (Solon, OH, USA). Light mineral oil
(Parafilm olil light, €21-1), minimum essential medium alpha (aMEM) glutamax (1X), fetal
bovine serum (FBS), hydrochloric acid (HCI), and Eosin Y were sourced from ThermoFisher
Scienific (ON, Canada). Nutristem XF medium and supplements were obtained fotogi&al
Industries (Israel). Bone marroaMSCand human umbilical vein endothelial cells (HUVECS)
were procured fromLonza(ON,Canadajnd CellApplications(SD,US),respectively. Toluidine

blue, Plasmalyte A (Baxter), aaceticacid(ACRO& Awerealsousedin this study Cellculture-
treated T175and T75flaskswere used for cell culture (Sarstedt, Germany). Cell cuinserts

with 0.4 um PET traek&tched membrane (FalcokSA) weraised forcocultureexperiments.

4.3.2 Hydrogeformulation
All solutionsusedfor hydrogelpreparationwere autoclaved(15min at 121 C)andstoredat4 C

prior use,except when indicated.

4.3.2.1 Alginate

ALChydrogelsvere preparedby mixingthe sodiumalginatesolution(at 2.22%w/vn HEPEBuffer)
with calciumcarbonatesuspensior{0.05g ml*! in HEPES buffer) and aMEM supplemented with
10% BSA without cells. The ratio (%vol) of alginate, calcarbonate,and mediumwas90:5:5.
Thefinal concerration of alginatewas2%w/v. Thissuspensiorgels in contact with the acidified

oil (see sectiod.3.5).

4.3.22 Chitosan
CHhydrogelwasobtainedby mixinga)anacidicCH solution (at 2.67%w/v in 0.12 M hydrochloric
acid) with b) amixture of NaHC®and phosphate buffer (PBpadefrom sodiumdibasicand

monobasicphosphate in milliQ water at pH §, and immediately after, with ¢) aMEM
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supplementedwith 10%BSA(w/wo cells)(229) TheNaHC@PB solutionwassterilizedusinga
0.22um filter. Theratio (%ovol)of the three solutionswas 60:20:20with final CHconcentration
1.6%w/v,0.01 M PB, and 0.075 M of NaHC®his thermosensitive solution gels at & (see
section 43.5).

4.3.23 Chitosangelatin
Chitosamgelatin (ClgGel) hydrogel was prepared following tleame procedure as for CH
hydrogels; Ctand Gelwere initially dissolvedn 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 rheologicalproperties of the CHand CH; Gelsolutions and final hydrogels were assessed
usingan MCR30theometer(AntonPaar Germany) equipped with a 25 mm paralfgate (1 mm
gap size). The viscosity of the solutions as a function of temperé0r€¢ 40 C)wasassessed
inrotational mode at a constant shear (#)s Gelation kineticsof the hydrogels, just after mixing
solutionsa,b,casdescribedn section4.3.22, were monitored by recordingthe evolution of the
storage G) and los4G ) moduli within the viscoelastiadange,in oscillatorymode at constant
frequency (1 Hz) and deformation amplitude (1%) over a 10 h period. Initially, the temperature
wassetat 22 Cfor 10 min to assesstabilityat roomtemperature(RT)then quicklyraisedto 37
Cto mimic an injection into warm oil for gelation. poeventevaporation,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 dataébmeasurement
andarenot averagedsaluesunless specified. The supplementamformation FHgure 5S)contains

the curves of all the replicates.

4.3.4 Compression

The mechanicalproperties of each hydrogel werestudied by unconfined compressiontests
using a MACHu Micromechanical System (Biomomenturhaval, Canada)equipped with a
100 N load cell. In brief, 300 pl of hydrogel,described in sectiod.3.22, 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 crossectional area of the sample arttien plotted as a function
of the nominal strain. The elastic modulus was determined frofime slope of the linear

regressionwithin 0%20% ofstrain.

4.3.5 Microbeads fabrication

Themicrobeadaverefabricatedby adaptingthe procedures described by Alinejatial (218)and
Hoesliet al (135) Briefly, the temperature, stirring rate, and stirring duration were optimized

to generatemicrobeadsof similarvolumeweightedmean diaméer (D [4,3]) for all formulations
CHor CHGel formulations were added dropwise inpweheatedmineraloil at 37 Cin 100 ml
spinnerflasks(BellCo Glass Inc., USA) using an 18 G needle sgnaggtjrred at rotation speeds of
700 and 500 rpmrespectivelyfor 3 min. Thespeedwasthen reducedto 200 rpm for 7 min to
completegelationandto avoid damaginghe gelledbeads Afterwards,HEPEBuffer wasadded,

prior to centrifugation(1 min at 377x @), and the collected microbeads were washed with HEPES
buffer.

ALG microbeads were obtained by injecting the algirfatenulation (as preparedin section
4.3.2.1)in mineraloil at RTunderstirring (400rpm) for 3 min. Acidifiedmineraloil (0.22% acetic
acidmixedinto the oil by vortexing shortly before the process) was then added to the mixture
and stirred (200 rpm) for additional min. Microbeadswere collected following the same

procedure as for the CH and BtImicrobeads.
4.3.6 Microbeads characterization

4.3.6.1Sze distribution
The size distribution and D[4,330)of empty microbeads were determined. In brief, microbeads
were stainedby incubatingovernightin a HEPES8uffer solution containing 0.04%/{) of either
eosin (5 g I’1, for CH; and CH;Gel)or ToluidineBlue (5g %, for ALG) to induce image contrast.
Two image®f the microbeadsat different locationswere capturedusingan optical microscope
at 6.3xmagnfication (OlympusCanada)peforeanalysisisingthe Cell Profilel software (version

3.19).
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4.3.6.2 Injectability
Injectability tests were performed by injecting the prepared microbeadsl8dilution in HEPES)
using a 23 G needle (internal diameter of 337 um). Stteeand morphologyof the microbeads
before andafter injectionwere imagedat four differentlocations under a brightfield microscope

(40x magnification, Leica DM LB2). The percentage of damaged microbeads was quantified.

4.3.6.3 Mechanical characterization of microbeads
Themechanicapropertiesof empty CHandALG based microbeads were assessed in MilliQ water
at RTusingaMicroSquishewith SquisherJogoftware(CellScale, Canada). Owing to the difference
in the maximum force reached during testing, a 406 microbeamvasemployedfor CHbased
microbeads, while a 20@2m microbeam was used for ALG. Compression cycles consisted of 80%
deformation over 60 s loading, followed by a 20 s hold phasel a 60 s recovery phase. The
testing ceased upon bead rupture. The maximum compressive force and deformation at rupture

were measured on individual microbeadts ( 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). Microbeaelee washed with phosphate
buffered saline (PBS) anfiked in 10% formalin for 5 min at RT prior to be embedded in
Histogelt (Thermo Scientific). Theampleswere then embeddedin paraffin, sliced (4 pum),

and stained with Hematoxylin andeosin.

4.3.6.5 Gelatin release assessment
The release profile of gelatin from @&l microbeadsvasevaluatedby colorimetrictest using
the PierceBCAprotein assaykit (ThermoFisher).In brief, 500 pl of microbeadsuspensiorwas
immersed in 2000 pl of PBS 1XFalcon®ubes (Sarstedt CA) at 3C,or 4 Cfor the control
group. At predetermined time points (1 h, 4 h, 24 h, 3 and 7 d)Q@ul of the mediumwas
collectedfor gelatinreleaseanalysisand replacedwith fresh PBSAbsorbancevas measuredat a
wavelengthof 562nmusinga spectrophotometer (VarioSkan Multimode, Thermofisher), el

gelatinconcentrationwasdeterminedfrom a calibrationcurve.
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4.3.7 Cell bioactivity

4.3.7.1 Celtulture and encapsulation
Bone marrowderived hMSG were cultured in Nutristem medium 600 cells cr¥¥)
supplemented with 0.6%(v/v) nutrient growth factor supplement in T175 flasks (Sarstedt,
Germany) until 90% confluence. HUVECs were cultured in endothelial cell ¢2omvédium
(PromoCeftCA) supplementeavith 0.4%(v/v)growth factor at a density 0f9000cellscm?? in
T75flasksto the samelevelof confluenceThesecellsweredetachedusingatrypsin- EDTAolution
andcentrifugedat 377 xg for 5 min, (hMSG)or 42 x g for 5 min (HUVECShMSG sugpensionat 5
million cellsml! in aMEMsupplemented with 186BSA was prepared to obtain hydrogels loaded
with 1 million cells ntt after preparationas described i#.3.2 HUVE were used for the wound

healing testgsection4.3.7.4).

4.3.7.2 Cell preconditioning
Cellpreconditioningwith celastrolwasconductedas previouslydescribed(229) Briefly, hnMSG
were incubated 1 hour with celastrol at concentrations of 0.1 and 1 uM, and DMSO (0.1% v/v) as
a vehicle in aMEM supplemented with 1% FBS. The cells were subsegqinsettithree times
with aMEMcontainingl%FBSandthen incubatedfor anadditional4 h incompleteaMEMmedia
(10%FBSprior to encapsulation in the hydrogel.

4.3.7 3 Cell viability
Cellviabilitywasdeterminedusingalive/deadassay(ThermoFisher CAUSApn days0, 1,4, and
7. Themicrobeadswere incubated with 2 uM calceinand5.5 pM ethidium homodimer in
serumfree MEM for 45 min. Liveand deadcellswere visualizedusingan inverted fluorescence
microscopeat 50x magnifi@ation (Leica DM IRB). Cell quantification was performed using the

ImageJ software.

4.3.7.4 Paracrine activity
The paracrine proangiogenic activity of dethded microbeads was evaluated by measuring
vascularendothelialgrowth factor (VEGR)eleaseaswell asby co-culturing them with a wounded

layer of HUVEC (scratch test assay).
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ForVESFeleasemicrobeadsvereincubatedin low-serum media and on days 4 and 7, VEGF was
measured in the supernatant using the Quantikine ELISA Human VEGF ImmunoagsafriB)o

F O0O2NRAY3I (G2 GKS YIydzZFl OlidzNENRE LINRPG202¢t @

Forthe coculturetest, encapsulatecdhMSG (preconditioned or not)) were first cultured for 4 d in
complete media. Two days before coculture, HUWEEsseededat 38800cellscmP? in the bottom

of 24 well plates (Cornirgf) and grown to 100% confluence in complete endothelial cell growth
medium 2. Thecrossshapedwounds (Fgure 24 (D)) were created in eachwell usinga 200 pl
pipette tip. Concurrently,encapsulatedhMSG were suspended in the basal endothelial cell
growth medium supplemented with 1%FBSa 1:1 volume ratio. A volume of 200 pl of the
microbeadsuspensiorwas introduced into eachBoydenTranswell(Falcof?) and 500 pl of the
same mediunwasintroducedinto eachBoydenTranswell and at the bottom of each well plate.
The negative contratonsistedof HUVECH low serummedium(1%FBSyith celtfree hydrogel

in the Transwellwhereas the positive control was HUVECSs in complete medium witfreell
hydrogel. Imaging was performeat varioustime points (0, 4, 8, 24, 32, and 48 h) using40x

magnificationbrightfield microscopy (LeicBM LB2)o assesshe woundclosurevelocity.

4.3.7.5 Cryopreservation
Theimpactof different freezingmediaon the hMSC loaded microbeads wasvestigated Table
10). We compared combinations of BSA with aMEM or plasmalyte (PLA), all supplemented with
10%v/v DMSQ@176, 231)Celtloaded microbeads were suspended at a volume ratio of 1:3 (beads
to freezing media) and storad cryovials(Corning)¥or onedayat 80 C,followed by sixdaysin
liquid nitrogen. Forthawing, the cryovials were placed in a Z'water bath for 2 min, then
centrifugedtwice at 377>g for 1 min. A 200 pl suspension of ciladed microbeads (iaBMEM
10%FBSyvasseededn 24-well plates,before addition of 800 pl of the corresponding media. The
cellswere allowedto recoverfor 4 daysunderphysiological conditions (3T with 5% C@), after
which the medium was replacedwith complete or low serum medium for three more days.
Conditionedmediawas collectedbnday7 (accumulatiorof day4¢7)to evaluate VEGF release, and
cell viability was assessed on days 1 and 7-ttgopreservedSCloaded microbeads were used

as controls.
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PLA aMEM BSA DMSO

Freezing (%Viv) (%Vviv) (%viv) (%oviv)

media

aMEM+ 1 70 20 10

BSA T 85 5 10
70 1 20 10

PLA+BSA 85 T 5 10

Tableau 10¢  (Freezing mediaomposition (PLA Blasmalyte; BSABovine serum albumin).

4.3.8 Statistical analysis

All results are representedas the mean = SEM, and the number of experimental replicatdps (
and the total sample number within experiments (n) are indicated in each figure caption.

[ 2YLI NAR&az2ya o0SG6SSy 3INEPdzLIa tdeSt NISANOMSdNIvedN S R
¢ dz] $ndltplad compaison posthoc analysis using GraphPad Prism 9.5.1 softvigiferences
wereconsideredsignificanfor p valuesdbelow0.05.KruskatWallisnon-parametric statistical tests
were performed on data that did not follow a Gaussian distribution or had significantly different

variances.

4.4 Resultsaand discussion

This study aimed to create an injectable, cryopreservaméSCloaded product with good pro-
angiogenicfunction, for the repair of ischemic tissué\e first optimizedthe stirring processo
createmicrobeads of various compositions (CH¢GEl, and ALG) but with simildiameters and

compared their ability to promote cell survival and gngiogenic paracrine function.

4.4.1 Rheological and mechanical characterizatwrCHbased hydrogels
As a first step, the influence of temperature on @htl CH;Gelhydrogelswascharacterizedy

rheologysince the viscosity and gelation kinetic are crucial parameters for the fabrication of
microbeads. We confirmed that both CH and;Gidl formed thermosensitive hydrogels upon the
addition of a weakbase((i.e.the PB NaHC® mixture), asshownby the rapid increasein their
storagemoduluswhenpassing fronRTto bodytemperature(FHgure22 (A))in accordancewith our
previousstudies (133) Asthe viscosityof CH;Gel solution itself is highly temperature sensitive
(significantly more viscous than the CH solution at@But convergingo similarvaluesat T >27
C,seeHgure 22 (B)),we studied the effect of preheating the G8el on rheological properties
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of hydrogels and microbead morphology. Tusweep at 37C,mimicking the injection in warm
oil, showed that botthydrogelsexhibitedrapid gelationand comparabldinal storagemoduli(8.8
kPafor CHand6.9kPa forCH;Gel at 10 hKigure22 (C)).Compressionests further confirmed the
absence of significant differences in mechanical properties between the CH aqg@eCH
hydrogels, both presenting a relativelipear behavioruntil 20%of deformation, with a young
modulus of approximatel8 kPa Figure 22(D)). Preheatinghe CHGel to 37 Cresulted in a
lower initial viscosity,easierinjection into the stirrer, more rapid gelation, and more uniform

beads(see later). Therefore, this method was used in all experiments

B
100 4 _——
1 CH-Gel
w ]
€10 4
> ]
8
3 1 E‘Q‘..
> ""'.""-.,
0,1 — 0,1 . ."""" .
0 10 20 30 40 10 20 30 40
Time (min) Temperature (°C)
c D
10000 | 4
E g3
_1000 4 =30
g 52
5, 100 3 820
- ] E
P ] =15
10 El E
3 S 10
3 [T
] » 5
012345678 910 0
Time (h) CH CH-Gel

Figure 22¢  (Rheological and mechanical characterization of CH an¢G€Hhydrogels: (A) thermosensitivity of
hydrogels isdemonstrated by rapid increase of the storage modu®usrhen passing from 2Z to 37C 6= 6)
(G loss modulus); (Byiscosity (at a shear of ¥¥s0f CH and Gi6el acidic solutions as a function of temperature
(n=3); C) gelation kinetic at 3Zwhensolutionshad beerpreheated priotto mixing 6 =6).;(D) secant modulus
at 20% ofleformationafter 24 h gelation(n 4;N  3)).

4.4.2 Fabricationand characterizatiorof the microbeads
Microbeads composedof ALG,CH, and CH;Gel were created usin§E Figure 23 (A)). Empty

microbeadswere first evaluatedfor sizedistribution, injectability, and mechanical properties. SE

offers a balancef control, efficiency,and versatility, making it suitable for a wide range of

applications includingell therapy.Byadjustingthe stirring rate, we succeshully produced ALG,
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CH,and CH;Gelmicrobeadss A (1 K Of 2 a S 5(231) anol Bize digtripution (cee¥ficients
of variation of 37%, 35%, and 31%espectively Figures 23 (BX(D)). As minimally invasive
administration is important, we evaluated their injectability using 23G neeéligare23(E)). ALG
microbeadslemonstrateda significantlyhigher rupture rate (30%) compared to CH and;Gél
microbeads (10% and 12% respectivply0.01).

Another advantage of these chitosan physical hydrofyelselltherapyis their interconnected
porous structure owing to phase separationduring gelaion, as shown previousl{233) Since
gelatin is aliquid at body temperature and could be partly released from the hydrogel, we
evaluated gelatin release and the porositytlié microbeads aftea weekincubation in PBS. As
expectedgelatin release at 3Twas significantlyhigher than at 4 C (13 versus 6% at day B,
<0.05;Hgure23(F)). This explains why microbeads incubated aCpresented a higher porosity
than microbeads incubated at@ on histology according to qualitative observationBdure 23

(G) and6S.
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Figure 23¢  (Microbead characterization and injectability: (A) schematic representation of microbeads fabrication with
SE (withwarm oil for CH and @j&el only); (B) size distribution and {@)umic mean diameter D[4,3h( 3000
beads); (D) opticamicroscope images of empty CH,d@¢l and ALG, microbeads (scale bar 5®Q; optimized
stirring rates were 700, 500 ardDO rpm for CH, Gi6el and ALG respectively; (E) percentagejptured empty
microbeads after injection through a 23 edle(mean+tSD;n  850beads; *P<0.01)(F)cumulativegelatin
releasedrom CH;Gelmicrobeadsn PBSat4 and37 C (n =4); G)Microbeadsstructureafterincubationat 37 C
andn efér 1 week(Histogel H&Estaining,4 umt thick histologicalsections);N  3))

The mechanical properties of the ALG, CH;@&#] and cryopreserved G8elmicrobeads (CH
Gel_Cryo) were further studied by compression tests using a MicrosquiGigerg24). ALG
microbeads were more rigid but broke before reaching 40% deformatiggure 24 (A)),
consistent with the increased rupture rate obtained during injectability testing. In contrast, CH,
CHGel, and CHGel_cryo (cryopreserved) microbeads underwent pladgiormationwithout
breakage until 80% compression and resisted to drastically higher compresdiores,

demonstratingtheir superior mechanicalstrength @Egures24 (B) and(C)). This was achieved
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thanks to the use of a specific mixture of NaH@@d PB as gelling agents for-B&ted gels,
which was previously shown to drastically enhance their mechanical propdd&?) The
mechanical propertiesf ALGmicrobeadscanbe enhancedby altering the molecular weight or
crosslinking densitysing ahigher guluronic/mannuronic (G/M) acid rat{@34) Howeveramore
rigid scaffoldis not beneficial forencapsulatedcells. The fragile rupture of ALGmicrobeads is a

limitation compared to the plastic deformation of chitosan microbeads.
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Figure 24¢  (Mechanical properties of empty microbeads: (A) representative compression curves for alginate, chitosan,
chitosartgelatin and cryopreservedchitosarggelatin microbeads, showing alginate breakage before 40%
deformationwhile CHbased beads did not break until 80% deformation; (B) maximum compressive force (mean

+SD,n 10, N=2;% * p<0.001); (C) representative images of chitosan and alginate microbeads before and
after applying compressioh.

While 23G needlesare consideredadequate formost clinical applicationg235), other teams
have reported microbeads passing through smaheedles,suchas 27G needles(236) The
diameterof the microbeadscanbe further reducedby increasinghe stirringrate, decreasinghe
viscosityof the hydrogel solution, changing the impeller geometry, or adding an emulg$#ier

237) Other fabrication methods can also be proposed to reduce the size distrib{Z88) or
avoid the use of 0(239)
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4.4.3 Bioactivityof mesenchymasktromal cellsloadedmicrobeads
The viability ohMSG encapsulated in CH, €Bel,and ALGmicrobeadsvasassesseth both

complete @Egure 25 (A)) and low serum Fgure 25 (B)) culturemedia, revealing the highest
viability in CldGel microbeads and the lowest in alginatader both conditions. After 7 days in
complete mediaCH;Gel,CH,and ALGmicrobeadsxhibited cell viabilities of 8%, 70%, and 35
%, respectivelyp <0.05).As expected, viability decreased undiav serumconditions(66%,55%,

and43% respectively)Representativéive/deadcellassaymagesareshown inFgure 25 (C).

These results are aligned with the study carried out by Cletreg (225) demonstrating that
blending gelatin 2 and 4% to chitosan scaffolds significantly enhances the viability of encapsulated
adipose derivedstromal cells (ASCs)The addition of gelatin can provide a more natural and
supportive microenvironment for cells, providing cues that regulatell behavior including
adhesion, proliferation and migration. In addition, the increase in porosity qf3@Hnicrobeads

allow easier nutrient and oxygen access to the cell and increases their viability. Geetatin
interestingmaterialto enhancethe efficacy of cell products owing to its biocompatibility, low

immunogenicity, biodegradability, and ease of manipula(i@®, 240)

Proangiogenic activity was evaluated by measuniifGHeleasein low serum media over four
days usindeLISAHgure25 (D)).Drastically mor& EGKE11-fold increaseasreleased from MSG
loaded CHand CH;Gelmicrobeadsthan from ALG microbeads (7461, 7431, and 670 gy afl

hydrogel, respectively). This finding is crucial, as VEGF plays a vital role in angiogenesis, which is

essential for ischemic tissue repéd41, 242)

The higher VEGFHelease from the chitosanbased scaffolds can be partly explained by the
significantlylower cell viability observedin alginate,which can be related to several possible
factors: its lower porosity, absence of eatlhesive motifg243, 244) shear stresses and traces

of remaining oil from the SfrocessHowever cellviabilitydecreasedy lessthan two-fold, while
VEGFeleasewas approximately11-fold, callingfor additional explanations.To eliminate the
possible effect of the remaining oil and shear during SE, which could influence cell viability and
VEGEF release, we confirmed the impact of the scaffold composition by encapshM®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% fog Gel, CH, and AL@spectively) (se&igure7y,
significantlyhigherVEGFelease(p<0.05 was again observed from bulk Bkl and CH (11 737
and 16816 pg ml! of hydrogel,respectivelyp = 0.9.)comparedto ALG5057pgmi>! hydrogel,
Hgure 25 (E)).

Theseesultshighlightthe importanceof 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 literatd@/ RS NBE O2 NAy 3 OK A
effectiveness in neovascuiaation. Previous studies using bulk hydrogels have demonstrated that
CHbased hydrogels enhance the proangiogenic potentiahdEG 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 limkcisemia(114, 221, 225)Moreover, a recent studghowed

the advantageof methacrylateglycolchitosanover methacrylate hyaluronic acid on proangiogenic
(including VEGF) and immunomodulatory paracrine secretion by encapsulated(9&pC
However, before&onclusionmore extensivanvestigationsare required, such as measuring other
proangiogenic cytokines and characterizing the immunogenic response and reperifusimo

(245, 246) The mode of cell death should be also assessed as cell necrosis relgise
intracellularmoleculescalledalarmins whichin vivoinduce inflammation and cytokine storm

(247)

Giventhe strong advantage o€Hbasedmicrobeadsandbulkhydrogelsoveralginatein terms of
VEGEF release, and the significantly better cell viability i3@Hover CH in microbeads, CGel

wasidentifiedasthe mostpromisingformulation for subsequent experiments.
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Figure 25¢  (Viabilityof encapsulateciMSCculturedin (A)completemedia(10%FBS)r (B)low serummedia(0.2%FBS);
(C) live/deadpicturesat day7; (D),(E)VEGRmountreleasedat day4 from CSMloadedmicrobeadgD)andbulk
hydrogel§E)(n  6;N 2;* P<0.05,* *P<0.01,* *P<0.001).

4.4.4 Effectof cellpreconditioningby celastrolon the bioactivity of hMSGC
loaded CHGelmicrobeads
To further improve cell viability and function in the €&l microbeads, pharmacological cell

preconditioning was performed prior to encapsulatiby exposinghe cellsfor 1 h to celastrol
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at 0.1 pyMor 1 pM and to the vehicle (DMSOO0.1%) as a control (Fgure 26). Figure26 (A)
showsthe viability of encapsulatedn daysl and 7. While cell viability was approximately80%
for all groups cultured in complete media, cell conditioning with celastrol0.1 and 1 pM
significantly increased the viability of cells cultured in low serum conditions by 10%28ad
respectively § <0.001; Fgure 26 (A)). In addition, VEGF released in the supernatant of
precondtionedencapsulateaellsincreasedy25and40%for celastrol0.1land1 uM, respectively,
comparedto the vehicle(Fgure 26 (B)). Thedifferencewasonly significant for celastrol at 1 pM
(p <0.05). These results corroborate our previous study, which destnated anincreasen the
viability and releaseof VEGFand SDF1" proangiogeniccytokinesfrom MSCpre-treated with
celastroland loaded in bulk hydrogels,as well as their enhanced proangiogenicfunction in
vitro andin vivo(229) The potential oS f | & pré¢@dit@rEing iparticularly promising due to
its antrinflammatory and presurvival properties. which could be pivotal for increasing the
viability and paracrine functionsf hMSG (159, 161)Otherteamshaveused sustained hypoxic
preconditioning (3 days) prior to encapsulation to enhance the paracrine functbMSQ216,
248) The advantage of our approach is the ease and short duration (1 h) of preconditioning
treatment. To confirm the proangiogenic paracrine functiah the encapsulatedhMSC a
scratchedayerof HUVE@nmersedin low seeum media(1%FBSyvascocultured with microbeads
loaded withhMSCpre-treated with celastroll uM) orvehicle(Hgures26 (C) and (D)). Cedllee
microbeads in low serum (1% FBS) or complete endothelial cell growth me&dgerved as
negative and positive controlsespectivelyWhilethere wasno wound closurefor the negative
control, cocultureof HUVE@vith MSCloaded microbeadgboth vehicle or celastrotpretreated)

led to rapid wound closureHgure 26 (E)).

Wound closurewas faster in cells preconditioned with celastrol (1 pM), which was also
confirmed by a significant difference when analyzing the area undectinee Fgure 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 dliical outcomesof cell
therapy, especiallyfor ischemictissuerepair. Cell encapsulation can enhance cell retention and

survival at target siteg32, 249)
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Figure 26¢  (Effect of cell preconditioning by celastrol on the viability and VEGF releas®l®Cloaded in CkGel
microbeads: (Axellviability at day 7 in completeserum 10 % FB8lay1-4) andlow serumculture media0.2 %
FBS(day57)(n 6);(B)VEGKeleasedduringday4¢7 (n  8);(C)coculture model of CSMoaded microbeads
and HUVEC; (D) initial wound at TO; (E) wound closure velocity with encapsuléBsipreconditionedwith
celastroll uM or vehicle,comparedto positive control (empty microbeadsin complete media) and negative
control(emptymicrobeadn low serummedia);(F)areaunderthe curveof woundclosure(n 11,N 3).Results

are expressecasmean+ SEM;p <0.05;* * P<0.001;# P <0.0001for negativecontrol vsveh, celand positive

control.)

4.4.5 Effectof cryopreservationon CH,Gelmicrobeads
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
hMSCloadedmicrobeads.

First, we compared the effect of different freezing media compositions on the viability and VEGF

release of encapsulatdaMSCafter cryopreservation. Whilthe viability significantlydecreasedn
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allfreeang media compared to frestMSCone day aftethawing,we observedagoodrecoveryof
viabilityafter oneweekof culturein completemedia(FHgure 27 (A)), withno significant difference
from fresh cellexcepted aMEM 5 %BSAhe besviabilitywasobtainedin PLA+ BSAmedia(75
and 76 % for PLAIn 5 and 20 % BSA, respectively)with DMSO choge as permeating
cryoprotectant (CPA). This is a bit lower than th&80iabilityreportedfor non-encapsulateaells
in the PLA+ BSA cryopreservatiomedia (176, 231) The difference could be due to reduced

infiltration of the mediawithin the cellsduringfreezingdueto the hydrogelmicrobeadq228)

Cryopreservation also decreased VEGF releasalitteeencewith freshMSCloadedbeadswas
significant, except with PLA+ 5%BSAreezing media ©=0.14 (Hgure Z (B)), which was
maintained for further experiments. €&el microbeadryopreserved in PLA + 5%BSA were
stable, maintained theistructure after one week of culture, and showed increased porosity
compared to freshmicrobeads Figure 27 (C)). Theyvere still injectable through a23 Gneedle

with only 8%ruptured beadsversus12% for fresh beadsHgure 27 (D)). As shown in previous
Hgure 24 (B), cryopreservation did also not alter the mechanical properties of the microbeads,

which presented similacompressive strength and no rupture until 89of compression
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Figure 27¢  (Effect of freezing media composition on the viability and bioactivity of microencapsuC8&ti(A) viability
of encapsulatedCSM cryopreservedisingdifferent freezingmediacomposition,1 d and 1 weekafter thawing
(n  4,N=2); (B) VEGFeleasedwithin 3 d in low serummedia(days4¢7)(n 3, N = 2); (C)structure of
cryopreservedmicrobeadsafter 7 d of culture; (D) injectability ofCSMloaded fresh andcryopreserved
microbeads through 23G needle ( 6). Control is notinjectedmicrobeads? P<0.05;* *P<0.01;* * p <0.001.
PLA =Plasmalyte ABSA Bovine serunalbumin).

More importantly, a functionalassayof wounded HUVEHgures28 (B)and (C))confirmedthe
proangiogenic paracrine activity of microencapsulated fretteaved cells, and significant wound
closure was obtained within 24 h, while HUVEC subjected only to the low serum media did not
proliferate andclosethe wound. Therate of closurewasverycloseto that of freshly encapsulated
MSC(Hgure &8 (D)).

While preconditioningwith Celastrol0.1 uM helped increase the cell viability immediately after
freezegthawing microbeads(66 %vs. 55 %for vehicle,p <0.01) and after 3 aysin low-serum
media (72 vs. 6%,p<0.05;Hgure 28 (A)), no furthetbenefit was detected during wound closure

tests.

These results confirmed the feasibility of cryopreservatioM8iCloaded Ckbased microbeads.
The best results were obtained witfteezing media made from Plasmalyte A, serum albumin (SA),

and DMSO. This type of medium is increasingly usectlinical purposes, where FBS must be

103



avoided owingto immunologicalresponse$231, 250) In the cryopreservation process, SA helps
stabilize the cell membranes and maintain the osmolarity amH of the cryopreservation
solution (251) In clinical studies, bovine S&replaced by human SA. Cryopreservateambe
further improvedby optimizing the choice of CPA using permeating @MASOglycerol),non-
permeatingCPA(sugarssuchas sucrose antrehalose), or a combination of permeating/non
permeatingCPA22, 179)It canalso be optimized by adding antioxidant stabiliz€s2)and ice

nucleating agent$253)to freezing media.
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Figure 28¢ (Effect of cryopreservation and cell preconditioning on paracrine activityC8Mloaded CldGel
microbeads. (A)iability at dayl and 7 in cryopreserved microbeads, preconditioned with celastrol| @M pt
vehicle, cultured in 10%FBS 02%FB&!din 10%FB8nd3d0.2%FBIh 6;N 2);(B)woundclosurevelocity
of HUVEoculturedwith cryopreserved CH;Gelbeadsloadedwith hMSCpreconditionedwith celastrol0.1, 1
UM or vehicle;(C)areaunderthe curveof wound closure (meantSEMn  7,n=2); (D)woundclosurevelocity
with freshversudreeze/thawedhMSQoadedmicrobead{n 14N 2) insert: area under the curvé.P<0.05;

?P<0.01;* * P<0.001; #°<0.0001 negative control vs all other groyps
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4.4.6 Chitosangelmicrobeadsapromisingcelltherapy product
In this study, we showed that chitosan has several advantages over alginate for cell encapsulation

and injectionin vitro. Alginatebased microbeads are most commonly usedtforitro culture and
storage(167, 178, 179becauseof the easeof microbeadfabricationandthe abilityto reverse
ioniccrosslinkingvhenimmersing thegel in a chelating solution (254) but they are far from
ideal for cell therapy. Their limitations includehe lackof celladhesivemotifs, lackof stabiity in
various physiological solutions used in clinf2s4, 255) and the absence of biodegradation.
Other materials have been proposed for the formation of cryopreservadeCGloaded
microbeadswith good cellviability,for instancepolyL:lactic-co-glycolic acidPLGA}174) PLGAs
biodegradableHowever, its degradation products (lactic and glycolic acidsraaselocalized

acidicenvironmentsandgenerateinflammation.

Compared witlthese materials, Ct6el microbeadform aparticularlypromisingalternative for
celltherapy.Theyare easyto prepareandrequire nochemicaimodificationor toxic crosslinkers.
They are biodegradable and easily injectable using small needles. They can s0pQoidbility

and paradne function, are stablein variousphysiologicasoluions, and can be cryopreserved.

4.5 Conclusion

In this study, we established th vitroproof-of-concept for cryopreservabl@MSCencapsulated
CH;Gel microbeads as an injectable system to promote revascularisation of ischemic tissues. The
drasticincreasen VEGFeleasefrom hMSCGloaded CHand CH,Gelmicrobeadscomparedto ALG
highlightsthe importanceof scaffoldcompositionon the efficacy of cell therapy products. Owing

to itsbetter cell viability compared to CH, @Bel was selected as the most promising formulation.
The CldGel microbeads formed by SE exhibit good porosity, injectability, stability, and
mechanical properties with ductile behavior under load, which prevents fragilurepSuch a
microbeadformat is particularly appealing as it allows vascularization throughout the implanted
bead network, whereas bulk hydrolgamay act as a barrier to reperfusion whajectedinto the
ischemiaegion(122) In addition, microbeadsallow easieracces®f O, and nutrients to cells. Its
combination with cell preconditiang, by simpleexposureof the cellsfor 1 h to celastrolprior to

encapsulation, furtherenhanced 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 Plasmalyteserumalbumin,and DMSCQasthe freezing media. This is a promising-tifé-shelf,
cryopreserved allogenidSQproduct 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 freezghawing method. Moreover, understanding the

mechansms underlying the enhancefficacyof CH;Gelscaffoldsand celastrol preconditioned

MSCand more importantly, testing ianimalmodelsisrequiredto validatetheir clinicalpotential.
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Chapitre 5¢ Article 3 - Injectable andcryopreservable
alginate-gelatin microbeaddor pro-angiogeniccell therapy

Introduction : Nous avonsapporté la preuve de concepR Qdzy’ LINBP RdzA G OSft f dzf | A
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cause de sa viscosité élevée et de sa gélification plus léategélification des microbilles

RQL f 3 A plus (raide $la@nd les solutions contendas ionsC&*> G yRA & jdzS f QI
gélatine améliore les propriés biologiques de la matric€e systeme offre une approche plus
prometteusepour développerR Qdzy' LINE R dirffedtablOed ¢ryomtsdrvaicilement

transférable en cliniqueour le traitement allogénique des maladies ischémiques.
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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 ischerigsues, such as low cell survivahd retention,

and variable paracrine functiotdowever, developing a clinically transferable storable product
remains a challenge. Hekge developed aroil free air-assisted coaxial systetn encapsulate

MSC withininjectable alginategelatin (ALGGel) microbeds and studied their sizanjectability,
mechanical propertieand stahility as a function of gelatin content, as well as thability, VEGF
releaseand paracrinefunction of encapsulated mesenchymal stromal cellsiiro before and

after cryopreservation (0.81 trehalose, 10% DMSO).

ALG microbeads containing 0, 3 and 5% w/v Gel were produitbda volumeweighted mean
diameter (D [4.3] of 400cp n n alowXoefficient of variation(14-18%), andgood circularity
(0.8-0.9). Injecting microbeads through a 21G needle was easy, with only a 3% breakage rate.
ALGGel3% was found as a very promising formulatidt&Cloaded in ALGGel3 presented
significantly higher survival rates than Ab@ulture, regardless of the presence of 10% FBS (97%
vS. 88%p<0.0001) orin low-serum condition @.2% FBP3% vs. 86%)<0.05).MSCloadedin
ALGGel3presentedsignificantly higher survivandgreater wound closure rateompared to ALG

(p = 0.05).ALGGel microbeads presented good mechanical properties, with slightly (but non

significantly) reducegoungmodulus (3.5 1.3 vs 2.3+ 0.5 Kpa0.3), and compressive force
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(861 + 653 uUN vs 1385 = 970 |pe0.9) and deformation (60+1% vs 64+1%40.5) at rupture as
compared to ALG microbeads. After 14 days of incubation in Hanks Balanced Salt Solution (HBSS),
cell free ALGGel and AGL microbeadsaintained aconsistent and stablefoung modulus
indicating their longerm mechanical stability in physiological solution. Cryopreservation
significantly affected the mechanical compressive strength and strain at fadellesurvival and

release of VEGF (p<0.05), Ihe encapsulatd MSC presented a viability above 80% after seven
days in culture, and significantly enhanced HUVEC proliferation and migration in a-veainth

model.

Thanks to this method, microbeads contain no trace of oil, which increases its safety and potential
for clinical transferThese cryopreservableil-free microbeads offer great promise improve

the safety and efficacy ofpro-angiogenic MSCbased cell therapy. However, further
improvements to the cryopreservation process are needet alditional research is needed to

establish the therapeutic effectiveness of these microspheres in preclinical ischedals

Keywords Air assisted coaxial system, cell therapy, injectable microbeads, ischemic disease,

cryopreservation Alginategelatin

5.2 Introduction

Ischemic diseases, such as myocardial infarction and critical limb ischemia, are among the leading
causes of mortality and morbidity worldwid€22) 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 inavative therapeutic strategies. One promising approach is the use of MSC
therapy, which has showthe potential to enhancetissue regeneration and repair through
paracrinefunction mechanisms. Howevethe limited clinical benefits of this approach can be
explained by low cell retentioat the target site, variable paracrine activity, and high mortality of

transplanted cell¢82).

To address these limitationghe microencapsulation of MSCs withinjectable hydrogel

microbeads has emerged as a promisagpproach Encapsulation can protect cells from harsh
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environmentsand enhanceell retention viability, and function(7, 85) The microbead format is
particularly interesting, as it facilitatesutrients and oxygeraccess to the cells, as well as the
release otheir therapeutic factorsnto surrounding tissues, compared to macroscopic scaffolds.

It also allows vascularization between the microbead netwaArkide range of biomaterials have
been usedor MSC encapsulatiof85). Alginate, a naturgbolysaccharidelerived from seaweed,

is the most commonly used due several advantagescluding its biocompatibility anitis ability

to undergo rapid gelation upon contact witlivalent cations (G4 Ba?*). However, its clinical
GNF yatlFiA2yk STFAOI O&8 A& KAYRSNSE &f cetratihesive £its NJ-
which can negatively impact the viability and functionality of encapsulated (243, 256)
Another limitation ighat most microencapsulation techniques, such as stirred emulsification and
microfluidics, use oil. Thimay lead toresidual oil on the microbeads, potentially causing
challenges during regulatory apprové57) Finally, MSCloaded microbeadscan be used
clinically onlyin the form of an offthe-shelf product, produced incGMP conditions,
cryopreserved, and transferred to hospital centafghile alginate microbeads have beaineady

used to encapsulate MSCs for cryogenic storage, the cryopreservation process itself still presents
challenge¢168170, 178, 179)Freezing and thawing of MS@aded microbeads can compromise
cell viability and functiof165, 169, 179Moreover, he stability of alginatgelsis a concern due

to the competition between the crosslinking calcium ions atigers positively charged ions in

the physiological environmen({R55)

In this study, we address these limitations by using aifreé microencapsulation approach with

an airassisted coaxial system to fabricate cryopreservable, injectable alggyedetin
microbeads, with a narrow size distributioexcellent cell viabilityand preangiogenic function

for treating ischemic tissue&elatin, a naturaprotein derived from collagen, offers excellent
biocompatibility and provides bioactive cues that promote MSC adhesion, proliferation, and
proangiogenic propertie§l4l, 225, 243, 258Alginategelatin 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 Istedied. Thesaspects
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are essential for optimizing theafety andtherapeutic efficacy of the microbeads in promoting

angiogenesis and tissue repair in the clinic.

To achieve these goalsye comparedalginategelatin to alginate microbeadsn terms ofcell
viability and paracrinactivity. We thendemonstratedn vitro thepotential of alginate2%gelatin
3% microbeads forthe sustained release of therapeutic factorsytokines essential for
angiogenesis and tissue repdit22) through acomprehensive evaluation of MSC paracrine
function, injectability, and mechanical stability before and aftgropreservatiorwith serumfree

media.

5.3 Material and methods

5.3.1Hydrogel preparation
Sodium alginate (derived from brown algae, with a molecular weight range-40 KDa and a
viscosity of 5.0 40.0 centipoise, Sigma Aldrich, Cat. No. MKBZ4415V) and gg[zil (Sigma
Aldrich, CA) were solubilized in a HEB&ESr (L0 mM HEPES, 170 mM NaCl, pH 7.4, Sigma, CA)
F2NI H K2dzZNBE 0G0 nnann NWYZI cne/ G2 SyadpaBn O2 YL
solution was adjusted to 7 by addindrops of NaOH The alginatebased solutionswere
I dzi 20t SR G4 mum e/ F2NI mp YAydziSa

Subsequently, hydrogel precursors were prepared by mixing alginate and algelaten
solutions with alpha Medium Essential Medium cultdre(® MEM, Gibco, Canaddith or
without cells)in a 9:1 ratio, using a tweyringe couple technique, with 15 consecutive baok-
forth transfers between the syringeshe fnal hydrogel formulationsontained2% w/v alginate
(ALG), 2% wl/v alginate with 3% w/v gelatin (AR€53), and 2% w/v alginate with 5% w/v gelatin
(ALGGel5).

5.3.2Viscosity 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 ar@eAk@utions was

evaluatedwith a rheometer (MCR301, Anton Paagquipped witha 25 mm paralleplate
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geometry with a 1 mm gap between the plat&amples were subjected to a constant shear rate
of 1stin rotational mode over a temperature range o#48°C to determine the temperature at
which all the solutions have similar viscosity. prevent evaporation, a thin layer of paraffin oil
was addedaroundthe sample prioto each measuremenfrhe rheological curvgsresentedin

the results section arerepresentative data foeach measurement and not averaged values

The surface tension of the hydrogel precursovas evaluatedl G HH ¢/ dzaAy3a |y
tensiometer (K100; Kriiss GmbH, Hamburg, Germany) with Kriiss advance software using the
pendant drop techniqué259) Approximately 810 pL of the hydrogel precursor was extruded
through a 15gauge needle (internal diameter = 1.8 mm), forming a droplet suspended in their
surrounding phase. Surface tensior) (vas automatically calculated based on thleape of a
suspended dropleaind thedifference ofdensity between the droplet and the surrounding air,
using the formula:

W NPCA2 |

—
Where! = surface tension (N/mpr) = the density difference between the two phagkg/md), g
= the gravitational acceleration (n¥)sRo= the radius of curvature at the apex of the droplet (x,z)
,1 = droplet shape factodetermined from shape analysis. Measurements were recorded with
the software at 8econd 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 hydrogeblutionswas determined wittan Advanced micro 3300
2aY2YSGUSNI 6! ROIYyOSR LyadNHzySyas {10 F2ff2¢
osmometer operates based on the principle of freezpuint 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 calt¢ation of osmolality (mosmol/kg). A volume of 20 L was use@&oh

sample and measurements were performed in triplicate.
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5.34 Microbeads fabrication

Microbeads were fabricated using a coaxial airflow system adapted from a previoug 260y
Briefly, a needle (30G, 152 pmas mountedwithin a custom 3Bprinted outer nozzl§Form3B,
Formlabs, USA)The core flow comprised the infused hydrogel precursehile a coaxial
application of aiwasused to break it into uniform droplets. The droplets were directly extruded
into an isotonic crosslinker bath containirig5% (w/v)calcium chloride @aGl) and 1% (w/v)
bovine serum albuminBSA 7.5 g/L) imilliQ water. The crosslinking bath was maintained at 37
°Cto preserve cell viabilityand stirred at 120 rpm for 15 minutes to prevent microbeads
coalescenceéuringgelation. 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 8 air pump (Yojitar, USA), a pressure gauge (McM&er, USA), and a
pressure regulator (McMasteCarr, USA), ensuring control over the microbeads fabrication

process.
5.35 Microbeads characterization

5.35.1 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 (stocksolution 5 g/L, Baxter, CA) for 24 hours. Multiple images were captured using an
optical microscope at a 40X magnification (Olympus, Canadd)analgedto determine the size
distribution andvolumeweightedmean diameterD [4,3] (230) D [4,3] was selectedecause it
gives a better account of the fractiaf the largerbeads(which makethe major contribution to
the volume, i.e.the number of encapsulated cells) and thus the bioactivifyrcularity, an
important parameter indicative of the shape and uniformity of the microbeads, was calculated
based on the equation: 4 (area/perimetef) (261) The numbeof microbeadsanalyzed wasat

leastnx  oparexperimental group

The structure of the microbeads, fresh and cryopreserved, was characterizedauStanning
Electron Microscope (SEM). Microbeads were fredzed for 12 hours (HarvestRightS) sputter
coated with 20 nm gold (K550X Sputter Coater) and imaged using a-83#@échi SEM operated
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at 15 kV. Th&EM images are used for a qualitative comparison of pore size trends, rather than

for measuring the true porosity of the microbeads across samples.

5.35.2 Injectability
To assess the structural integrity of the microbealiging injection the microbeads were
suspended in Hanks Balanced Salt Solution (HBSS, Thermofisher CA) at different mtorobead
medium volume ratis (1/1, 1/3 and 1/6 v/v). The bead suspension was then carefully injected
using a syringe fitted with either 21-gauge(25.4mm long internal @ 0.514 mm) or 23 gauge,
(19 mmlonginternal @0.337 mm) needleto mimic potential stresses encountered durimgsitu
injection. Brightfield microscopy (Revolve) at 40x magnification was used to capture images of
the microbeads before and after injection to determine the percentage of ruptured microbeads.
Aminimumoinx ynn YAONROSFRA ogSNBE 20aSNIBISR LISNJ O2yF
in triplicate. The viability of encapsulated cells was also evaluated 2hrs after injection using Live
Dead (seesection5.3.6.2).

5.35.3 Gelatin release
To investigate the release kinetics of gelatin from the microbeads, the microbeads were first
resuspended in HBB&IIIQ water at a 1:1 dilution. A volume of 500 pL of this microbeads
suspension was then incubated with 2 mL of HB&&Q waterin Falcon®ubes (Sarstedt, CA)
at 37°C to simulate physiological conditions. At predetermined intervadsafid24 hours, 3 days
and 7 days), 100 pL of the medium was extracted for the analysis of gelatin content and
immediately replaced with fresh correspondingedia 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 measuremen{225) Absorbance was measured at 562 nm using a rptate reader

Varioskan Lux Multimode (Thermofishand concentration deduced from a calibration curve

5.35.4 Mechanical properties
The mechanical properties of thmicrobeads were measured using a Microsquisher (CellScale,
Waterloo, Canada) in an HBSS buffemicroplate (2 x tam) was fixed to a 406m diameter

microbeam, and for each microbead we performed 3 cycles of compression at 30% strain over
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60s, followed by a 18 hold phase and a &Jrecovery phasélhe Young moduli ahicrobeads
at 20% strain were calculated accordingtte Hertzianhalf-space contact modehs previously
described218) In addition, b evaluate the maximum compressive strength and maximum strain

at the rupture, microbeads were compressed until 80% sti@ir60s

To assess the mechanical stability of microbeadsolutions a volume of 0.2 mL of cdiee
microbeads suspension was incubated with 0.8 mL in HBSS buffer for 2 Weeik& oung modul
and diametersveredeterminedon days 0, 1, 3, 7 and 14. The stability of Nt&@ed microbeads

wasalsoevaluated in completé MEM (10% FBS) for 1 week
5.3.6 Survival and function of encapsulated MSC

5.36.1 Cell culture
Bone marrowderived MSC (Lonza, Canada) were cultured in T175 flasks (Sarstedt, Canada) with
Nutristem (Biological Industry, Israegt)edium supplemented with 0.6% nutrient supplement.
Human Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECS, Cell application, USA) useaifigiquenic
function assay, were cultured with endothelial growth medi2m(Promocell, Canada)
supplemented with 0.4% graw factors. Both cells were cultured until 90% of confluence before

experiments.

For cell encapsulation, hMSC were suspended in sdreen" MEM at a density ofl0 million
cells/mL, to achieve a concentration of 1 million cells/mL in the hydrogels. All experiments were
performed with" MEM. Encapsulated cells QD uL of MSCloaded microbeads with 900L of
culture complete media) were cultured in 2¢ell plateswith aMEM 10% FBS

5.36.2 Cell viability
Cellviability of encapsulated cellwas determined using a live/dead assay (Thermofisher, CA) on
days 0, 1 and 7The viability was alsasses2hrs after injecion with 21 gauge needleThe
microbeads were incubated with @V calcein and 5.5 pM ethidium homodimer in serfiree
h a 9 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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5.36.3 VEGF release and paracrine function of encapsulated hMSC in coculture with
HUVEC
Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) concentrations were determined in the supernatants
of MSCloaded microbeads retrieved on days 4 and 7 (accumulation of ddyarl days ¥,
respectively). The quantification of VEGFa release was performed with Quantikine ELISA human
VEGF Immunoassay kit (Hiechne, USA) according to the protocol providey the

manufacturer.

The paracrine function of encapsulated MSC was evaluated in a Transwell coculture assay with
HUVEC. hMSIGaded microbeads (100 pL of microbeads + 900 uL of complete media 10% FBS)
were cultured for 4 days. Then encapsulated microbeads were collectedijfagate for 1 min

at 377Xgand diluted in 1:1 with an endothelial growth medium with 1% RB8 Technologies,
Canada). A volume of 200 pL suspension of M8@d microbeads was added in Transwell
(Falcon, USA). In the lower chamber of the 24 weltep| a layer of HUVEC (seeded at 38,800
cells/cn? and grow until 100% confluence) was scratched with 200 pL tips. A volume of 500 pL of
the same medium was added on the top (in Transwell) and bottom (on the platejireeell
microbeads immersed in complete endothelium growth mediirserved as positiveoatrol,

while cellfree 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 hoursvith an optical microscope at a 40X magnification (Olympus).

5.36.4 Cryopreservation of microbeads and thawing
Cryopreservation of hMSIBaded 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, Candday. freezing media compositions were tested
(0.2M2D, 0.2M10D, 0.3M2D and 0.3M10D). Fresh4&@=d microbeads were used as control.
Microbeads were resuspended in different freezing media atvolume ratioof 1:3 (beadto-
freezing media). Microbeads were cooled-gtn g-1°Chtin) overnight in a freezing container
(NALGENRY, USA) and then transferred to liquid nitrogen for an additiondhgs. Tk thawing
2F OStt f2FRSR YAONRBOSIRAa gl & R2yS NILARE& |
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 Sectd®5.1for 1 week. The viability and paracrine
function were tested according to sectiobs3.5.2and5.3.53. Microbeads structure, injectability,
mechanical properties and stability were evaluated only for the most promising freezing media,
as described in sectiots3.4.1, 5.3.4.2, 5.3.4éspectively.

5.3.7 Statistical analysis
All results arepresented as mean Standard Error of Mea(BEN) deviationunlessspecifiedin
the figure caption Student Ftest, ANOVA one and two way followed by TuRegnultiple
comparison poshoc analysis waserformedusing GraphPad Prism 9.5.1 software, vptralues

below 0.05 considereds significant.

5.4 Results

5.4.1Characterization 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 {282) as well as cell viability

and function. Therefore, we evaluated them for the three hydrogel precursor solu#ds; ALG

Gel3 and AL&el5

The addition of gelatin significantly increased the viscosity of the alginate solutions at low
temperature (Figure 2A), but as the temperature increases, viscosity drastically decrease, and

0KS @Aralzardte 2F |ff F2N¥dzZ FGA2ya gl a FfyYz2ail
LINSOdzNBE 2NJ KERNRIASE gl a KSFISR G oT graturdJNRA 2 NJ |

g a &S Gduringitheamicrolseads 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 Ak&k3 and AL&el5 respectively
(p<0.0001, Figure®B).The addition of gelatin also led to a small increase in osmolality, but all
solutions remain in the physiological range (from 396x7 for ALG to 439+11 mosmol/kg for ALG
Gel5; p0.05; Figure ® C). Inaddition, the osmolality of the crosslinker bath used for the

microbeads fabrication is 300 mosmaykFigure %).
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Figure 29¢  Characterization of the precursor hydrogellutions of ALG, ALGel3 and AL&el5: A) Viscosity at a shear
of 1 s'(n = 3), B) Surface tension (mN/m) n = 15, and C) Osmolality (mosmol/kg) of the hydrogel precursors; n =
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5.4.2 Microbeads characterization

5.4.2.1 Size distribution and circularity
Microbeads were generated using the-assisted coaxial systeitustrated in Figure80 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 postextrusion through G30 nozzle (Figures 1€013S). Based o these
preliminary studies,iie fabrication parameters were set to 0.1 mL/min flow rate, 0.4 PSkKE2)8
air pressure and a 1.5% Cl@tosslinking solution in Ml water with 1% BSA to preserve

microbead stability during fabricatiof263)

Microbeads withD [4,3] of 464+80 um, 493+69 um, and 460+68 um were successfully created for
ALG, AL&el3, and AL&Gel5, respectively (FiguB®dB). ALGSel5 (18%) showed a slight increase

in the coefficients of variation (CV) compared to ALG (EHsBALGGel3 (14%{Figure30C).The
circularity ranged from 0.8 + 009 (for ALG)}o 0.89 £ 007 for ALGGel5 with no significant
differences between the formulation&igure30 D).In contrast to the smoother uniform shape

of ALGGel microbeads, some ALG migeads displayed a distinctive ttike shape (Figur80E).
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5.4.2.2 Mechanical properties of microbeads
As showrnin Figure31 A, theaddition 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 ALG5el3 (2.3 = 0.5 kPa) and AG8I5 (1.3 + 0.7 kPa). The difference was only
signficant between ALG vs Al@&eI5 p < 0.001). In addition, ALG microbeads showed the highest
compressive strength at rupture (1385 £+ 970 uN), which decreased with the addition of gelatin to
861 = 653 uN for AL-Gel3 and 421 + 188 pN for AGRI5 (Figur@1B) (p-  nfdr AlpG vs ALG
Gel5. The beads supported large deformations, withaximum strain at rupturdending to
decrease with gelatin increasEigure31 C) from ALG (64%p ALGGel5 (54%(p = 0.06for ALG
vs ALGGel5).

I D YAONRBOSIRa YIAYyUGlFIAYSR (KS KAday Bculiation id dzy 3 Qa
HBS®uffer (Figure31D). ALGGel3 and AL&el5 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 formulationBustsated in Figure1

E
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Given the significant decrease in mechanical properties of@&l6, ALGSel3 was chosen fone

rest of the studyandthe results werecompared to ALG.
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Figure 31¢  Mechanical properties of alginadeased microbeads fabricated with air assisted coaxial airflow: A) Young
modulus of different microbeads composition at20% strain in HBSS; B) Maximal compressive strength at
rupture; C) Maximum strain at rupture; D) Mechanical stability of alghbatseed microbeads in HBSS for 14 days;
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5.4.2.3 Injectability of alginatdbased microbeads
The structural integrity of microbeads was assessed following injection through 21G and 23G
needlesat different volumic fractiong1/1, 1/3, 1/6), asshown in Figure 30With 21Gneedle
(0.514mm), oth formulations, ALG and At&el3, showed verylow rupture percentage (below
3 %) with all tested volume fraction&\s expectedusing the smaller 23@eedle (0.337mm)
duringinjection resulted in a significantly higher percentage of ruptured microbead4 §£3)
for both formulations Representative images of AlGeI3microbeads, preand postinjections

are presentedn Figure 2 C.
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5.4.2.4 Gelatin release and microstructure of microbeads
As expected, part adhe gelatin content of the microbeads is released when theyiaceibated
inMillicv ¢+ GSNJ I YR | . {{ weekzfFiHB8e\BA). After a napiddafst r@leage] ™
within the first hours, gelatin release continued overtime in both conditidhsvas found
consistently highein the HBSS physiologicalffer than in Milli-Q water, the difference being
significant at least duringhe first 3 daysThe microstructue of microbeads \esevaluated using
SEM after 7 days of incubationHiBSS (Figuré8B8).ALG microbeads appeared dense, with small
pores and smooth suates. In contrast, the ALGel3 and AL&el5 microbeads exhibited more

porous microstructures.
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5.4.3Viability and paracrine function of MSC loaded microbeads
The functionality of the MS{®aded microbeads was assessed by evaluating the cell viability,
VEGEF release, and the woudddsure capability of HUVEC cells cocultured with the -Mad:d
microbeadgFigure 3). First, wedemonstrated thatinjection with a 21G needlkd to minimal
rupture of ALG and ALGel3 microbeads and didot impact the viability of MSC which
remained aboe 88% (Figure 8A,B).

Then cell viability was assesseder 1 week whertultured in complete (10% FBS) or low serum
(0.2% FBSmedia(Figure & C).By day 7, the viability of MSC remained over 90% in®@&l3

microbeads in botmedia. This was sigitantly highethan ALGmicrobeads (97% vs 88% in 10%
FBSp < 0.0003and 93% vs 86% in 0.2% FBS,0.05. This highlights the benefit of using gelatin

to improve the viability of encapsulated cells.

The VEGF release from MiB&@ded in AL&G5el3 (9181+3961 pg/mL of hydrogel) textd increase
compared to ALG (838914162 pg/mL of hydrogel) with no significant differebsesved (Figure
32D).Both formulations (ALG and AlG#13) demonstrated drastically higher wound closure rates
compared to the negative control (cdtee microbeads) (Figure4E, Fp < 0.001).The closure
rate tended to be enhanced with AL&eI3 compared t&\LGp = 0.05%. Moreover, images taken
at 48 h (Figure 8G) showed higher HIBC density in the presence of MSC loaded-&Eel3

microbeads, suggestirenhanced proliferation
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Figure 34¢ Biological activity of encapsulated fresh MSC A) viability of encapsulated MSC 2 hmiaftdreads

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 insemm (accumulation of Dayr20 X Yy xmcT 90 2 2dzyR Of
129/ Ay 020dzZt Gdz2NBE 6AGK a{/ f2FRSR YAONRBOGSIRa 6aSlyo:
G) representative images of initial scratch and after 48 meubation, scale bar 520 pum, p < 0.0001: negative

control vs ALG, ALGel3, positiveontrol; MeantSEM. *p < 0.05, ***p < 0.00¢**** p < 0,0001.

5.4.4Effect of freezinggthawing on microbeads mechanical properties
To assess the effect of cryopreservation on the mechanical properties and stability 36X G
microbeads, fresh microbeads were compared to those cryopreserved asimazen media
containing trehalose (0.3 M) and DMSO (10Fyure %). The Young modulus of theell free
cryopreservednicrobeads was slightlpwer, without a statisticaldifference(Figure 3 A), while

the difference was significant féhe compressivetrength ¢ <0.01, Figure 3 B) and straing <
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0.05; Figure 3 C) at rupture Cryopreserved microbeadsowever,present similar injectability
through a 21G needl@igure 3 D) than fresh microbeads, with rupture rates below?/@when
injected. Injection througl23G needls(Figure35 E)leadsto more importantruptures (18-30 %).

¢KS |, 2dzy3Qa Y2 R dz -tizvedviBAoadedndickobdads Ras Totiogetl &rer 7
days in" MEM supplementedvith 10 % FBS (Figui@s F). Whilethe Young modulusf MSC
loaded in fresh microbeads increased with time (p < 0.05), the Young moduwugopfeserved

microbeadswvith MSCs remained constant.
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5.4.5Freezing thawing on viability and paracrine activity of the MSC

The impact of cryopreservation on the viability, VEGF secretion pamdngiogenic functiorof
MSCloaded alginategelatin microbeadsvas assessed (Figur6)3Cryopreservatiosignificantly
decreased MSC viability on day 1 compared to fieSCs (Figure63A,B). The reduction was
important with cryopreservation media containing only@2DMSO (only about 86 viability), but
muchless with 10% DMSO (about 8% viability).OnDay 7, cells cryopreserved with 0.3M10D
showed the best recoverylose tothe viability of fresh MSCCompared to fresh MSCs,
cryopreserved MSCs showed a significant decrease in VEGF release frooadésithicrobeads
(p< 0.001) (Figur86 C).Yet, wound closure assays (Fig86éeD,E) showed very close rates for
fresh and cryopreserved MSCs, suggesting that cryopreservation ofdd&&il microbeads with
0.3M10D does not significantly reduce their gaogiogemc function. Both fresh and
cryopreserved greatly improve the wound closure compared to the control groupfieell

alginatebased microbeads)
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5.4 Discussion

The study aimed to createryopreservable injectable M8@aded microbeads, as an easy
clinically transferable cell therapy product for ttreatment ofischemic diseasedVhile several
teams have proposed injectable scaffolds for M&Sed cell therapy21, 264) only a limited
number have been tested in clinical trigB2, 93)and none have reached commercialization to
date (95). This can be attributed to the complexity of biomaterials and/or protocol fabrication,
which make them challenging to implement forlargescale productionunder good
manufacturing practice (GMP). Additionally, the use of chemical commwsudvents or oil

based agents can further prolong the timeline of regulatory approval of the final pr¢@ait
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To address these limitations, wievelopeda simpleoil-free fabrication methodnd usel natural
biopolymers without anytoxic chemicals and material modifications. This method generates
MSCloaded alginategelatin microbeads with excellent viability, sustained paracrine function,
injectability, narrow size distributionmechanical stability, and the ability to maintain pro
angiogenic activity even after cryopreservation. Gelatin and alginate are already used in various
FDAapproved productg94, 265) They are cheap, andecent studies have established their
excellent biocompatibility and low immunogenigityaking them suitable for various therapeutic
applications including wound healing, cartilage regeneration, and blood vessel forméti@s,

258, 266) Gelatin was added to alginate to promote better cell adhesion andamgiogenic
function(267) Compared to pure alginate, alginagelatin increased the viability of encapsulated
MSCs and enhanced the paracrine effects of the product, as showielwpid 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 q@itsl, 266, 268)

For easy clinical transfer of biomaterial dedised produd, fabrication methods should ensure
reproducibility and consistency of size distribution carried out under sterile conditions to ensure
safety when injected into patient&Ve successfully created sterile AlG&I3 microbeads with a
400- 500 pumdiameterand a coefficient of variation near 14%. Other encapsulation methods,
including atomizing, vibrating, and stirred emulsification, have been associated with higher
variability, which can affedioth the injectabilityand the reproducibility of the cell logd 35, 266,

269) In addition,methods such asgil-based emulsification and microfluidic methods, though
widely used, are limited by residual oil contamination that can lead to cytotoxicity and

inflammatory response@70) an important obstacle to commerciadition.

ALGGel3beads fresh or cryopreservegyresent ayoungQ odulus around 2 kP&oft hydrogels
GAOK | 2 dzy 3 Qa ¢l 2PR dré bedeficlaN® rdizgidRthe nstiffness of native soft

5

tissues, supporting MSC multipotency without loss of their stem(28%)

For minimally invasive procedures, microbeads ngsinjectedthrough smaldiameterneedles
Our study demonstrated that alginatgelatin microbeadsare injectade through 21-gauge

needles with excellentcellviability and minimal rupture. However, using narrower needéesh
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as 23G logicallyincreased microbeads ruptureSmaller beads could be created to enhance
injectabilitythrough 2327G using arelectrostatic beads generatas reportedYu and coworkers

(272)with alginateRGD

For clinical transfer, the stability and storability of the 4elded beads is also key. Whdaline
solutions such as PBS and NaCl%.an cause swelling or degradation of algifdzdeed
microbeadq136, 255, 273)we showed that incubating the alginabased microbeads in Ha@ka
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 (276805mosmol/kg). The presence of calcium chloride (1.26 nmvhe HBSS buffer

may contribute to both microbead stability and hydrogel matrix reinforceméfareover, we

added serum albumin to the crosslinking bath to help stabilize thel®eas previously shown by
Shneideret al. (263) on alginate microbeadsrosslinked with baryium chloride (BaClFor

clinical applications e BSA will be replaced by HSA.

In addition, peserving encapsulated cell products through cryopreservation is crucial for
developing offthe-shelf allogeniccell therapy products that can be stored letegm while
maintaining viability and paracrine function. Using clinically approved, sémesrifreezing media
ensures safety and easy regulatory compliance by the FB#combination of DMSO and culture
media with FBS is currently the mastimmonlyused freezing media to cryopresergeltioaded
microbeads(140, 170, 173, 178)ut its dinical use isnot recommendedas it may introduce
xenogenic proteins into the cell product and lead to immune reactidnghis study the useof

a CPA freezing med@nsisting of trehalose 0.3M +% BSA + 1% DMSO allowed to preserve
microbeads morphology, as well as gamll viability (around 806) andproangiogenidunction

in co-culture with HUVECdespite a significant reduction in VEGF releas@ther studies
highlighted the benefits of trehalose in protecting csllxh as dendritic cells afdiman adipose
derived stem cell§274, 275)and the integrity of microbeads after cryopreservati(iv9) A
phase Zlinical trial alsweported the use of trehalose in reducing vascular inflammation in acute
coronary syndrome (NCT03700424). Furthermore, trehalose has received FDA approval as a
cryoprotectant in freezaried food productg276) Once BSA replaced by human serum, this

would form a xenefree freezing media for the preservatiasf encapsulateccell 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 q@fire

To the best of our knowledge, this study is the first to report a complete physexhanical and
biological charactezation of cryopreservable microbeads suitable forvivoinjection. Other
works generally lackeporting data on mechanical propeyt injectability and stabilityof
cryopreserved microbeadd40, 170, 173, 178Dther systems were just developed for vitro
proliferation and storage. This is the casé?ofGAoly lacticco-glycolicacid)microbeadscoated

with Matrigel® (xenogenic) andeeded withMSC<g174) While they achieved higher cell viability
post-cryopreservation 90 %), such system cannot be used ilime. Secondly, callseededonto

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 encapsulatiq@78) In contrast, in our system, cells are encapsulated
within oil-free microbeads composed of alginatend gelatin already used in clinic and known to
generate very little inflammation. Moreover, the encapsulatghrouldprotect 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 {d&@d cell therapy products to improve
pro-angiogenic function for the treatment of ischemic diseases. We developed injectable and
cryopreservable alginatgelatin microbeads that maintain high celability, effective paracrine
function, and structural integrity postryopreservation. Our resultalso show that the
microbeads exhibit excellent mechanical stability, injectability with 21G neealtel therapeutic
potential, making them a promising eftie-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 &ould 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 capabilifias.research paves the way

for affordable and effective cellular therapies that are compatible with allogeneic treatments.
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5.8 Supplemental infemation

MilliQ-water Culture Media PBS 1X

Figure8SSolubility of 1.5 (w/v) Cain different media at room temperaturdVe observedow solubility of Cagl
in culture medum and PBS due to theeaction ofcalciumand phosphateionsto give calcium phosphat&he
solubility of CaGlwas excellenin MilliQ water.
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Chapitre 6¢ Discussion générale

6.1 Rappel des objectifs et des principaux résultats

Les thérapies cellulaires basées sur &SMapparaissent comme une voie de traitement
minimalement invasive prometteuse pour les tississhémiques. Toutefoisdes obstacles
subsistent, notamment la mortalité importante, la faible rétention des cellules limitée dans les
tissuslésésl Ay aA 1jdzQdzyS @I NR I 0 At A8#H)SCeRliditafiosSFulghedtr OA (i S
f I ySOSaakdesScelRiespaiimaxinmiserSeur efficacité thérapeutique.

Dans cette these, nous avons combiné deux stratégies complémentaires pour surmonter ces
défis [ QAc@psulatiorcellulairedans une matrice injectable et le prétraitement pharmacologique

des CSM visent a développer un produit cellulaire optimisé aveené#isodesde fabrication
cytoconpatibles adaptables pour une production a grande échellen vue dutraitement
allogéniquedes maladies ischémiques.S RS @St 2 LIISY Sy (i thre prindipau dzf I+ A {

objectifs.

51 ya dzy LINSYASNI 0SYLAS y2dza | @2y asurdesgeiiuls QS ¥
encapsuléeslans un hydrogal base de chitosane thermosensidles résultats montrent que le
préconditionnement augmente non seulement la résistance des @3pbsées dangles

conditions hostiles (faible quantité de nutriments) en améliorant significativementdervie

YFEA& | dzaaAi 1jdzQAf SYdNrnyS dzyS Kl dzaaS O2yaAiRSN
LINR I YIA23ISYAldz2Sad / SioidBis flub deVEGF etS&ult foiRplub de SIR2 A Y &
Mh S LI NJ NJF LILI2 NI | /dZ&Ef 1054 $ daf SMIaR deR ¥ = (I R deyi $ SIIPNT =
prolifération et de la migration des HUVECs inv@ro R QI dzi NB LI NI = LI NJ f |
RFEya f1 12yS RQprasid denyfaineQesirésyltats\éyabligsangeinsi le potentiel

de cette approche pour des applications thérapeutiques de néovascularisation.

Le deuxieme objectif visait a optimiser davantage le produit cellulaire en modifiant le format de
f QOKERNRISE LINIfIF FFLroNROIFGAZ2Y RRladékaditdBricek f f S a
une meilleure diffusiondes nutriments, RS f Q 2eE énd astHarisationrapide du tissu
ischémique(122) Nous avong Y I f @ 4 S  defaicohipdsitiv ded® Bydrogels surslavie,
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f QF Ol A @A (i SCSMIEUNhjeatsilitéed leuRs frapriétésmécaniquesLes microbilles de

chitosane et de chitosangélatine ont surpasséeOSt t Sa RQIt 3AyIFGS Sy G
(respectivement 706 et 80% contre 3% LJ2 dzNJ £ QF ft AAYF S0 RQF QU A DA
L dza RS +9DC f A0 SNBOU >12%R Q6 hllesSupiuréas Ednthe (B& polir Y St A 2 |
f QF f 3A Y ( &tioh RaNZguillR28G), et @d pr@riétés mécaniques solides avec une
déformation plastique sans rupture jjsdzQ ©6 dg eompressiorbe plus, nous avons confirmé

jdzS tfSa 0SYSFTAOSA Rdz LINBUNIXYAGSYSYyd LIKIFNXYIFO2f 2
en évaluant leur survie et leur activité paracrine et proangiogénique avant et aprés
cryopréservationLe prétraitement de€CSMavecle célastrol a significativement augmenté leur

survie et la sécrétion de VEGF, avec une hausse @& gour la concentration de @M. Les

cellules prétraitées ont significativement augmenté de 20% la migration et proliférationutans

modele de coculture in vitro par rapport aux cellules non traitée YLIG S (G Sydz RS f QA
de la capacité @aonserveret a 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 chitosargélatine] S YA f A Sdz RS Odz GdzNBE S LX dza |
mélange dePLA+5%BSA+10%DMSO, qui a permis de maintenir leur viabilitéh @aFes une

semaine de culturel.es microbilles cryopréservées peuvent étre injectées avec une ak@le

et résistent a la compression (80), tout en conservant leurs propriétés mécaniquesfin, les

cellules cryopréservées ont stimulé la vitesse de migration et de prolifération des HUVEC, avec

une efficacité proche de celle des cellules fraiches. Cela confirme que leurs fonctions
proangiogéniques sont conservées apreés cryopréservati@mensi le relargage de VEGF est

moins important chez les cellules cryopréservées.

Dans la continuité du développement, le troisieme objectif était de proposer une méthode de
fabrication de microbilles injectables et cryopréservables avec une meilleure distribution de taille,

une excellentesurvie et activitéproangiogénique des CSkpondant mieux aux exigences
réglementaires pour un usage en clinigfeS & Y A ONER & LIkgélhtiSeiontRi€roritrd A y' I G S
dzy S YSAft SdzNBE RA&AGNROdziAZ2Y RSa& G Aff Qpoud- NI NI
f Q! [ D Ofpbur 8XHEIEs ontégalement montré une excellente viabili90%) Les

microspheres se sont avérées plus injectables avec moin®aed&rupture avec une aiguille de
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21G, mais moins efficaces avec une aiguille de 2p@&s cryoconservation avec du tréhalose
(0,3M) et une combinaison de% de BSA et 1% de DMSO, les microbilles gmrmis de
maintenir une viabilité cellulaire élevée (8@ aprés Jours) et une activité proangiogénique
légerement inférieure a celles des cellules fraiches. Cependant, une baisse significative de la
libération de VEGF a été observée. Les propriétés mécaniques ont dinmaigles microbilles

ont conservé leur morphologie apres injectiamec une aiguille de 21&e systéme ne peut
malheureusement pas étre utilisé pour produire des microbilles de chitosane, en raison de sa

viscosité élevée et de sa gélification plus lente.

f QA &a tzbail, RGx produits cellulaires sous forme de microbilles ont donc été
développés. La section suivante discutera des principaux résultats de deantages et

inconvénients respectifs.

6.2 Etudes comparatives des formulations optimisées selon le cahier

descharges

6.2.1 Tableau récapitulatif
Le tableaull présente une comparaison entre les formulations de microbilles a base de
chitosanegélatine et alginategélatine. Les résultats montrent des avantages et des limites
spécifiques. Ces informations aideront a orienter le choix de la meilleure option pour développer
un produit cellulaire répondant aux exigences cliniqlrge analyse plus détaillée sera présentée

a la sectiorb.2.2.
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Catégories

Format hydrogel

Efficacité
thérapeutique
(In vitro)

Cryopréservation
(Cellules
encapsulées)

/ NRAG8NBA

Biodégradabilité

Méthodes de
fabrication

Distribution de taille

Injectabilité

Propriétés mécaniques

a la compression

Stabilité mécanique

Relargage de la gélatin

a37c /

Survie de<SM dans le

milieu de culture
(aMEM10%FBS)

Accumulation Relargag:

de VEGF (Jou®
0Lk Yt

de VEGF (JowB
0Lk YT

migration et

prolifération des HUVE(

(scratch test)

Milieu de congélation

Injectabilité

Propriétés mécaniques

a la compression.

Viabilité des CSM apre:!

Cryopréservation

Accumulation Relargag:

de VEGF(Jour-B)
0 LIk Yf

migration et

prolifération des HUVE(

RQF
Accumulation Relargag:
RQF
Aire sous la courbe
(AUC) de la vitesse de

RQF
(AUC) de la vitesse de

R Chitosanegélatine

Biodégradable

Emulsification
agitée a base
RQKdzA f S
Importante
distribution de
taille (CV=3%%)
21G: excellente
23G: Moyenne
Pas de rupture
2dza lj dQ L
Stable dans les
milieux
physiologiques
(PLA, PBS)
Faible relargage

(10% apres Jours)

80%

7431+ 699

16903 + 1428

2985 + 136

PlasmalyteA+BSA-

DMSO
21G: Excellente
23G: Bonne
Pas de rupture

2dzalj QL

75%

8780+ 4390

3100+ 968

Alginate-gélatine

Alginate pas
biodégradable
I 2FEAL§
sans huile
(extrusion)
Faible distribution
de taille
(CV=14%%)
21G: excellente
23G: Faible
Rupture & 606

Stabilité limitée
dans PBS, Nac®D
%, PLA
Important
relargage
(20% apres Jours)

>90%

9000+ 933

11554+ 6384

3150+ 109

Tréhalose+BSA+
DMSO

21G: Excellente

23G: Tres faible

Rupture & 500

90%

2430+ 769

2800+ 769

Tableau 11¢ (Comparaison des produits cellulaires optimisés)
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6.2.2 Analyse comparative des propriétés descrobilles
[ Qdzy RS&a | aLlSO0ta OfSa Rdz OFKASNI RSa OKINHSaA
0A202YLI GAo6ftSa ljdzA 2y i RS2t FILAG tQ202S0 RQSIc
se réaliser avec des méthodegocompatiblessans ajout de solvants organiques ni de composés
chimiques Selon le site web clinicalsNA | f 4 @32 dz@> f Sa Y| dediitadda O2 Y L
etdegélatin@ y i FlL AG Q20280 RS y2YoNBdzaSa NBOKSNDKS
régénérative, notamment pour la régénération du cartilage et la cicatrisation des dlaqdus,
on peut se procurer ces matrices a des prix abordables. Leurs mécanismes de gélification
permettent la fabrication des microbilles par des méthodes simples, sansioatidihs chimiques
ni ajout de solvants organiqud3our cette raison, nous avons choisi ces matrices, qui proviennent

toutes deux de sources naturelles et sont biocompatibles.

[ QS0 dzRS O2YLI N¥ 6APS RSa LINPLINASGISA RSa YAONRO
méthodes de fabrication, incluant leur distribution de taille, injectabilité, propriétés mécaniques

et stabilité.

6.2.2.1 Méthode de fabrication et distribution de taille
[ S& YA ONR 0 rgilatiSeXabriqu@@estg@de yshsténSe coaxialt. T £ daint pFésehtéd NJ
une distribution de taille significativement rédui{f€Vde 14%)comparativement a celles des
microbilles de chitosangélatine(CVde 35%)LINB LI NBS & LI NJ SYdzZ A FAOI GA:
montré unedistributionSt S@SS RS GF At S | @S @135 218, ¢ZBWie2 RS R
répartition inégaledu diametre des microbilles peut considérablement affecter des parametres
cruciauxcommef QA y 2 qdbilaligindnte feidgfe de rupturedes microbilles volumineses),
la répartition des cellules dans les microbille® qui peutconduire a unelibération non

reproductibledes facteurgaracrins

[ QSYdz aAFTAOI GA2Y lidigh) pduirait & Wwthisedr Sour MrélioheR def lalz
RAAGNAOdzIA2Y RS G Af f S3Z -nBrAsymOBiré gadsdes trafvat n@Réy & R Q|
par Shin, Touani (238Youtefois, il est crucial de garantir une utilisation slre des microbilles en
StAYAYLFYyG G2 dzi Paur de &adie, dexim@iddes SO &ndisadedbts 22 dzi RS
AdzNF I OGl yida LI2dzNNI AG siGNB STFFAOIOS LI2dzNJ St AYA
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(279,280)Lf Tl dzZRNI A4 RIFya OS Ol a ssurrGart2liahsiiddoditt QSt A
cellulaire. Ceci peut étre réalisé par des rincages successifs des microbilles avec des solutions
tampons. Lf &ASNI AG LI2AaAaAiof S RQSY Gdesmic@dbilsam/ aoutY S K 2 |
RQK dzA f S >adapiéednix salutioNSR Yiscosétevée comme le chitosane.

RECOMMANDATION Il serait intéressankR Q S E LIt 2 NB NJ tapfiSationidg inikrableés R S

sans huile qui soit compatible aviacréticulation du chitosangélating dans le buR QI Y St 4 2 NB N
leur distributionen taille Une approche prometteuse consisterait a ajuster le procéde (le
fabrication du chitosangénépine élaboré paBtager, Erickson 281) Sy f @ & 4 D K| Wikiza .
RS I &a2fdziAiz2zy R OMCORENIIENDIdSOMERDRCO sy$tédneepodea sudiry S
contrdle précisde la formationde microgouttelettes desolution RQK & RNR ISt RS OK
0KSN¥Y¥2aSyairoftS RIya dzy o6lAy OKFdZFFS £ ot1g / O
naturel Lesparametres de viscosité et de tensioactif du baimréeulation doivent étre pris en
considération Ce systeme fonctionne avec des fluides a faible ou a forte viscosité (supériedre a
7000mPa.s)Pour garantir une fabrication optimale, il faudra tenir compte de la pressiolu et
temps dedosag& | Ay aA 1jdzS RS ({poug &iBdSdslirdphFites; Saillede Bl f FS
f QF A 3dzA t fe§ auRsDIBdoaNEREON 2 v

6.22.2 Propriétés mécaniques, injectabilité et stabilité
Les microbilles de chitosasgglatine ont démontré une meilleure injectabilité et une résistance
I OONHzS t fI O2YLINBAaaA 2 y-géltioeS EllesSsant déric QmePoptibrf S a
prometteuse pour les chirurgies minimalement invasives nécessiast aiguilles finesNos
NBadzZ GFGa az2yd I 002 Miejdd, Biad (218)0eS inditRuBes prépye®sS LI NJ
mécaniques obsenes avedesYA ONR O Af £ S&a RS OKAG2alyS dH8SdzaSy i
f QK& RNE 3 S \sa@liOm(SECAFACAS Rl ya QI ABafiiMaifehdAddugey i ©
(132)ont montré que la synergie des bases faibles solutions de SkHhpon phosphatgPB
dziAfAasa O2YYS tQF3ISyld 3ISEATFALIYGS dAYSYGS aa
I LINBE& HnK RQAYyOdzol A2y t oT1e [/ ® [ LINBaSyOS F
groupements amines protonés du chitosane, réduisant les forcegpuldsion entre les cliaes
de chitosanelQl dzZaAYSy G G A 2y &S anirainéuSeYdat$idnladiddmeBuedite
(de transfert de protons du groupement amie (NH*) du chitosane vers les ions
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hydrogénocarbonatdl / h)ietdydrogénghosphate(HPQ?) réduisantde facon uniformdes

répulsions électrostatiques dehainesdu chitosane ce quiconduit aune réticulation physique

du gel (132) On doit aussi noter que les deux matrices ont des poids moléculaires
significativement différentsoit 150¢250kDapour le chitosanest 14c40kDalJ2 dzjndteC) &
FILAGOES LIRARA Y2 SGHaitirddesBétideI&ions Rdink dehAsgek quipeutJS dzi
conduire a des microbilles plus soupledragiles mécaniquement.

[ QF YSE RENIXGANBarAallryOS YSOIFYyAljdzZS RSa YAONROAC
optimiserf QA y 2 Se@dintindaktflel poGrcentagede rupture lorsdé QI RY A y(ko& 1& NI G A 2y
recommandatio?).b 2 dzd | @2y a 20aSNBS dzyS SEOSttSyidsS Aye
RS OKAG2al y 214 1@Sdicrobiles A skzdé dhidsase sont injectées encore

mieux avec une aiguill3G, probablement grace a leur capacité & mieux résister aux contraintes

de cisaillement élevées/ S& (FAffSa RQIFIAIdzAfESa az2yid Of A
ONF yaLdt ryal GA2ya Ay a N (BpLepeddant, fa NBugtiorQlk IS faillefde® s (1 NB
YAONROATfSa Sald ysSOSaal ANB LIdzNI FGiSAyRNE f Sa
HpDX HTD LJdzNJ dzyS Ay 88 riiplu Eignificativeydia Stsidtude désdz O dzdz
microbilles

[ aGF0AfAGS RS& YAONROATESaA aQl B§NB ysSoOSaal A
Les microbilles de chitosafgglatine ont présenté une plus grande stabilitén vitro dans

différentes solutions physiologiqug$ St £ S& [dzS €S t.{ 2dz €S t[! | dz
se désintégrentapidementprobablementa cause des iormpétitifs,tels que les ionsodiums

et potassiumsprésentsdans ces derniéerd®55, 273)La composition en alginate et leur méthode

de réticulation peuvent influencer la stabilité de ces dernieres in vivo. Les microbilles réticulées

par les ions baryumprésententune résistance supérieure a ceux réticulés par les ions calcium

aprés 1Y 2 A a RQA Y (283) yCad @ékutays concordent avec les travaux de

0 Sy S dzNB rRafnluronlqiRsy69%) CependantBhujbal, Parededuarez (284jnontre une
meilleurestabilitémécaniquedes microbilleslginate a forte teneur en acidguluroniques (67%)
réticulésavecles ions calciurmvitro.[ QF £ 3AYy I 4GS t KI dziS GSySdzNJ Sy |
un réseau tridimensionnel plus stable et rigide en raison de leur forte affinité avec les cations
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divalents B&, C&0 ® / St SydNInyS €t TF2N)YI {Aaxmodelsa 1 2y
tandis que celui a haute teneur en acide mannuronique se dégrade plus facil¢2d&ntLes
microbillesissues @ f A y I (1 Sser&lBlddipl8s igidgs alec des diameétrédevésque

celles riches en NR55, 284, 286)Ces microbilles seraient difficilement injectables avec les fines
aiguillesLes matériaux souples sont bénéfiques pour mimer la rigidité des tissus mous supportant

la multipotence desCSMsans modifier lews phénotypes(271) Par exemplela contrainte

mécanique obsene&dans les tissus mouwkl muscle squelettiquest estimé a 15kPa (287)

- A s LA

5Flya OSGGS (GKsaSsy y2dza | @g2ya Y2y (iNBridpedzbn y23a Y
blosa 0f S F2dzNYy A &aSdzNJ y Qlprésehtent uhddkBellehtestabilité dansLJ2 dzNO S
une solution physiologique HBS8.5 OA & Q S H)Ua pké§edzs dekJorils que Is ions

calcium (1.26ra 0 s lijdzA NBYTF2NOSy i f8a fAFA&A2YyEa A2YAldz
Si AA0 fQlI6aSyO0OS RSa 02YL}2asSa LISNIdzZNDB I GSdzNB  (
comme les ions phosphad€PBS), acétasou gluconats (PLA), qui contribuent a préserver la
NBGAOdzZ kK Yih @ FNISHS 800G NHzZOG dzNBt £ S RS fQFfIAYIFGS F
Cependant, de nos joursn ne peut pas encore utiliser smlution HBS®n clinique tandis que

les solutiongle PLAsont utiliséedors des infusions intraveineuses de réhydratati88, 289)ll

serait bénéfique de trouver des solutions pour améliorer la stabilité des microbilles a base

“ A L LA

RQFf IAY Ll GSlutiBn: ya O0SGdS

RECOMMANDATIOR Divers effets combinés peuvent étre étudiés pour améliorer la stabilité| et

lesLIN2 LINA SGS& YSOFyAldzSa RSa YAONRBoOAffSA | ol a
Augmenter la concentration en ions calciungdInM) pour renforcer la réticulation et contrer
f QOSTFFSO O2YLISUAGATFT RS&a A2ya OSOFGS SaG 3t dzO2

polyméres tels que le chitosane ou le PEG peut également améliorer la robustesse de la matrice

dans le Plasmalyte 55, 296292); @ f dzSNJ f S& LINPLINASGSEA RSE YA
Baryum(134, 254, 283,284 Sa G SNJ dzy S & 2 dzND S s NR@poitisThiolgculairs | NA OK
élevé (86200 KDa).

b2a SELISNASYyOSa 2yi NBOSES [[dz§ tF ISt iAayS as

dans celles de chitosane dans un milieu de PBS et HBSS respectivenf@)jtL(@Witesse de
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NEf I NBIF3S RS fF 3StliAyS Sad Y2Aya YINJjdzSS f2
les solutions dépounes R Q A @af éltra pure), ce quisuggrerait que la présence des ions
exerceraitune influence sur la stabilitdela3d St I G Ay S RIya f Sauneaut@NR o A f €
hypothése pour expliquer la meilleustabilité de la gélatine dans les microspheres de chitosane

est que des interactions électrostatiques ou hydrogénes peuvent exister entre les chaines de
chitosane et la gélatineDe plus, @ mécanisme de réticulation pedgalementexpliquer ces

résultats. La gélification du chitosangelatine avec le bass faibles SHEPB entrainerait des
interactions plus fortes entre les polymeres, réduisant la mobilité de la géltdimdis que &
ASEAFAOIGAZ2Y A2yAljdzS RS& YAONROAE (LS aS R GBIt Y|

réversible, permettant la libération facile de la gélatofens une solutiocontenant les ions

RECOMMANDATION Pour remédier au relargage important de la gélatine, des recherci‘les
supplémentaires pourraierg'avérer nécessaisdt FAY RQSELJ 2 NBNJ f lde F|I 6 NRA
polyméreinterpénétréIPNSy dziAf A&l yd €F GNI yaatdzit YAyFLasS
entre les résidus de glutaminesCONH2) et les résidus de glyciné#HR) contenues dans la
gélatine (293, 294) Une telle approche offrirait une meilleure stabilité de la gélatine dans les
YAONROAfESa RQlf IAYIl psiologiderB3®Sa Rl ya RSa |[a2f dz

6.223/ 2YLI NI Aa2y RS fQSFFAOFOAGS (KSNI LISdzi A |j
5QI LINB&A I NBE@dzZS RS& SiGdzRSa Of AyAljdzSa dziAf Aa
ischémiques. LeSSMapparaissent comme le type cellulaire le plus promett@53) Parmi les
sources deCSM les CSMMO et CSMTAssont tres utilisées pour des thérapies allogéniques et
autologues des maladies ischémiqu@s3, 68) Cependant, de nombreux facteurs peuvent
influencerft QSFFAOI OAG S (K SmtahdedriedoljraHs Q RE A UeORRuBslzi S a
f QN3IST SG 1 O2yRAGA gghneudk avaécidest canbiititdss doridears R2 v Y
aFAyaos S8 LINRG202tS RQSELJI yaAi@y3, 5562, 6808 f dzf Sa

facteurs peuventonduire &des variabilitésmportantes entre les différentes étud€68).

Une comparaison directe entre |[€3SMTA et les CSMMO (isolées de sourisaine$ dans un
modéle ischémique du membre inférieur de souris a révelé que B#dMO offrent une efficacité

supérieure dans la promotion de la néovascularisation et la régénération musculaire dans les
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tissus ischémique@1). Bienlj dzQ2 y LJdzA 44 S 2 0 lesCEMTRIuigbsdedlentfuheOA £ S Y ¢
sécrétion importante de facteurs proangiogéniquess dernieresont plus susceptibles d'étre

affectées par des conditions pathologiques chroniqueles que I'obésité et le diabet@3, 64)

Tandis que [e€ESMMOA a4 2f SS& RS LI GASyda nditus SenifléntoffiR QL / a
une bonne résistance aux effets déléteres des comorbidités métaboliques en possédant une
activité angiogénique comparabdecelle degellules isolées dieunespatients saing62). De plus

ces celluleprennent leur originglans un environnement qui reproduit les conditions hypoxiques

avec des tensiaen oxygenesle moins de %(295)

Nous avonshoisiR Q dzii lesSiCEMIVENANS cettethése Selon le cahier de charge, la viabilité

des cellules dans les microbilles doit se situerdassus de 7%. Le produit cellulaire doit

démontrer une efficacité dans un modele animal ischémigans cette étude, nous avons

évaluéf QSTFTFAOF OAGS G KSNI LIS dzaméatizint leuSudvie, eSractivilet Sa Sy
paracrine (elargage du VEGEt leur capacié a stimulera la fois Igprolifération etla migration

descellules endothélialesHUVEC (scratch test) en coculture in vitro.

/| S& F2NNdzf I GA2YyE 2y0 YAAd Sy SOARS{YQABYSOAXNR NI
significative de laurviedes cellulegx80 %) par rapport aux matrices dépouresde gélatine.

Ceci est en accord avec les travaux antérieapportésdansila littérature (143, 225) La gélatine

22dzS dzy NbfS AYLRNIFIYG RIya f{ Q67R0gRudsBipar SG € |
hydrolyse acide / basique du collagéte gélatinepossédedes motifsR QF RK S & A 2tgls OSt f dz
que RGD (Argsly-Asp), GXOGER (64§HydroxyprolineGlu-Arg) qui renforcent £ QA y 0 SNI Od A
cellulesmatricel SO f S& AYGSANAYSa ohpi mI h @i ¢138)mi mx h

¢C2dziSTF2Aa> y2dza | @2ya y20S dRE&dBmubatoNsilesiasMy a RQ
encapsuléeslansla matrice dechitosane ont montré une hausse considérable du VEGFoIS)

par rapport a cellegncapsuléeR I y 2 RS pér@lmétBoiief} SiYSdzf a X296) Bdusi A 2 v
avons observéal méme tendance avame différence moins prononceée (2 fois) danswudrogel

volumique (ans huile) Serack, Fennell (293 montré que lesCSMTA encapsuléesians le
chitosaneglycol métacrylé (MGC) sécrétent plus de cytokines proangiogéniques et

immunomodulatrices (dont le VEGF) par rapport a08SMTA Sy OF LJadzt SS& Rl ya
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hyaluronique métacrylé (MHAElIlles confirment aindes bénéfices des hydrogels a base de
OKAG2alyS t | dzAYSy i SGCSMin QitroOlie Ackitdsangest Ll polyn@eA vy S R
cationique pouvantformer des liaisons électrostatiques avec la surface ahiles chargée
négativement Ce polymergourrait ainsi ameéliorette profil de sécrétion des facteuparacrirs

des cellule$298) En revanche;e phénomenderait défautdans legpolysaccharideanioniques,

0St a [ dzSla pofsitépauivajt égalénentinfluencer lerelargagedes protéines sécrétées

par les cellules

Dans notre étude suivante utilisant le méme type et concentratio€8®&/encapsulés dans les
YAONROAEffSE RQI fledsksieindd® | ER 6 KA |indnSHE Gz Fod el NJ
différence significativé y 1t N f S& YA ONRO A f SdabilReSet réddighgele a I y S ¢
VEGF En comparant les résultats obtenus avecaesxmatrices pourvues de gélatine (alginate

gélatine, chitosangeélatine), nous avons observé une survie et activité proangiogénique
cellulaire supérieure avec les micdoli f Sa Jgétine Par yappidr§ aux microbilles de
chitosanegélatine non cryopréserveesloutefois, ces résultats sont issus deux études
distinctesqui ont employé des méthodes expérimentales similaires, mais qui ont utilisé des

méthodesde fabrication de microbilles différees.

Bien que le€SMMO utilisées dans les 2 différentes expériences proviennennhdme donneur

(Femme, 22 ans les méthodesR QS y O LJA dzf |e§ petvgnt imdluedcer JaNBayilité

cellulaire et leur fonction proangiogéniquesinsi que la variabilité entre les expériences

[ QSYdz aAFAOFIGAZ2Y STFSOGdzSS LI NI FIAGEHEGAZ2Y YSOI
LI NJ NI LILI2 NI Fdz RAALIZAAGAT 02! Eiiadlitédes céllulezE R QI 3
[ QSELI&aAGAZ2Y RS& YAONRGXQISIYEzA a8 FHAOA yih & NF ILIS 8z K &
RS NBAARdMzA RQKdzAfS £ I &adz2NFIFOS RS& YAONROACT
f QK8z6t bdzax OSa YSUK2RS& 6SYdzZ &aAFAOLIGA2ykO21 E
tailles significativement différentes. Cela pourrait modifier le ratio volume/microbilles et
engendrer une variabilité sur la mesure du relargage de VEGF entreediffédots de fabrication

avec les microbilles de chitosagélatine.
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Bien que des études antérieures Y2 Yy i NSy (i |j dpdssefled@ést peoprigtési obii
inflammatoiresin vitro etin vivo (283, 285, 299)l y Q S & kioddgitadate, ce qui pourrait étre

une limite pour les applications dont la biodégradation est importafeQ I dzii N&tte LI NI >
propriété pourraitégalementconstituer un avantage pour les celluleslesprotégeant contre

les attaques du systeme immunitair&n revanchele chitosane estine matricebiodégradable

mais peut induire des extionsinflammatoires en fonction déeur DDAet leur pureté (120)

Notre étudeeffectuée sur desrats a obsereé une importanteune infiltration desmacrophages,
desneutrophiles deslymphocytes danda zone pérmplant de chitosaneaprés une semaine.

IQF 22dzi RS f I 3 Sdelchitdsgh&ouRdit yeduirelQI'S T ¥ [sifldidndsie du

chitosane La gélatine est bidégradable efpossede degropriétésanti-inflammatoiresin vitro

et in vivo (266, 300) [ QI @I@ ldzicytokine SDF1h peut égalementréduire f QS F S G  LINI
inflammatoire des cellules encapsulé€301) Les études cliniques consultées r&élent pas
ROSFTFSG FTROSNBES RS I ISt OAySs Ff3IAayldstS S O
Yy S O S a ahalydeta répofise inflammatoire induitpar lesdeuxproduits cellulairesians un

modele animahfin degarantirleur sécuritéalong terme Dans notre étude, nous ne comparons

LI & £ QSTTFAOI OA lerSfonBtidn dediffdeRteziorineud&: i adwistituk BB limite
AYLRNIGFEYGES RS £ QSGdzRS

RECOMMANDATION t 2dzNJ O2y Of dzZNB adzNJ f QSTFFAOI OAGY GKS
par rapport a une autre, il est nécessaire de mamer étude comparative direcen utilisant la
YsYS YSUK2RS RS FI 6NRAROI (A 2y EdaasHayfécommandadnn 1.R Q K dzA

58 LX dzas Af aSNI axy RidiRSYOOL S 6@ RBxpiudamdIelRsS 3

efficacités proangiogénique. Les expériences devraient étre menées sur au moins 3 différgnts

donneurs en triplicata avant de passerdas études précliniques/cliniquel est nécessaire
RQSOI f dzSNJ £ I NBLEeHFER NXEA T IKEYE2 ROK RSB ISt RIYy

62249 FFSG RS fI ONB2LINBaSNIDI (A 2yCompdrhldorf QST T A
des résultats
Pour assurer un transfert facile vers la clinique, il est crucial de vérifier que les microbilles
conservent leurs proprietés mécaniques et restent injectables, tout en maintenant leurs

propriétés proangiogéniqguesapres la congélation. Les milieux de conservation de cellules, la
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composition des matrices utiliséeloivent étre cliniquement approuvés par les organismes de

régulation.

Nos résultats montrent que les microbilles de chitosgedatine se révelent plus prometteuses

j dzS f Sa YA ONBéatine. Elesiprésemént natanyhieni Ude injectabilité a travers une
FA3dzAf €S RS HoD 2dz HmMD3I | AayfiGud a lh detpmsSon apgs f € S dz
cryopréservationCes résultats suivent la méme tendance observée sur le comportement des
microbilles fraiches. De plus, le relargage de VEGdfenctionnalité sur & prolifération etla

migration des HUVEE6ont significattement améliorésavec lesCSM encapsuléegans des

microbilles dechitosanegélatine apres cryopréservation. Néanmoins, ces formulations ont été
cryopréservées avedeuxdifférents milieux de congélatioftableaull). La stabilité limitée des
YAONRoOAfEfSa RQIFfAAYIGS RFya €S YAEASdz t[! | N
deuxformulations dans le méme milieu de congélatitine hypothése qui peut expliquer ces

résultats esfue le relargagale la gélatine aprés la cryopréservatiest plus important dans les

YA ONR O At f Plas haus) hotishvorslolis&ve qustiabilité de la gélatine est influencée

par la présence des iongestress thermiquenduit par la cong&ation/décongélationdans la

solution HBSBourraitoccasionner le relargage de la gélatine dans le rédeaunicrobillesPour

confirmer cette hypothésgil serait important RQ S @ fstslitéIde 1h gélatinadans les

microbilles aprés cryopréservatioA.ce stadeil est difficile de déterminer si le type de milieu de
congélation a influencé ces résultats ou si la matrice a contribuétéger les cellules pendant

la cryoconservation.

Plusieurs propriétés de la matricgont la porositéJa morphologie, le diamétre des microbilles

peuvent influencetQ S ¥ T Xela otyapiéServatiodes cellule$228) Une porosité inadéquate

L2 dzZNNJF A0 Sy G NF gSNJ £ QF 008 & NI LX¥neapsuldesimsivglefleh Sdz R S
relargagedes facteurs paracrins sécrétézar 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 éclatefdéfdrmation. Le diametre et la

distribution des tailles des microbilles peuvent influencer la vitesse de congélation et de
décongtlation.Un lot deproduction de microbilles de petit diamétre avec une faible distribution

de taille permettraitun refroidissement rapide et homogéne
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Lesdeuxformulations étudiées respectent le taux minimal de viabilité dé«nposé par la FDA

pour un produit cellulaire(302, 303) Avec cegdeux formulations, les cellules encapsulées
conservent leurs propriétés proangiogéniques aprés cryopréservation malgré une réduction
importante de la libération de VEGF par rappork aellules frdches encapsulées. Bien qgles
VEGFconstitue le facteur de croissance principal de la prolifération, la migration et la
perméabilité deHUVEQ11, 12,40 R QI dziNBa Oe (21 Ay Sa-vifdy Q2 aByy
un réle important dans la prolifération da migrationdes cellules endothélialeglO, 45) La

LINB & S y O Scytdkifds dziarhdszpar les cellulesryopréservéegpourrait exercer un effet

synergique avec le VE@Rr améliorant leur activitproangiogénique.

5QF dziNB&d NBOKSNODKSa 2 efyiopréSeivationd yz8) f Q8 YER Ol O REBS
encapsuléesians des microsphéré’dlginate(169, 170, 178, 17%t en PLGA174) Leurtaux

de survie se situait entre 70% et 9% apreés congélation grace a des solutioncolegélation
principalement composées de milieu de culture etkBSDans cette thése, nous proposons la
cryopréservation des microbilles avec les milieux cliniguement approuvés par la FDA soit le
plasmalyte Atréhaloseet sérumalbumine et 10% DMSO. Ce qui pourrait faciliter leur application

directe en clinique. La démonstration de la preuve de concept a été effeatust le BSA (choix
économique) qui pourra & remplacé paHSAR Q2 NA AA Yy S KdzY I Ay S L} dzNJ RS a
F2Aa fQSTFFAOIOAGS Y2YyUGUNBS RIya dzy Y2R8tS Ay @,
pour diminuer le risque de toxicité du produit cellulaire dans les tisSu@ | dzi NSa YAt AS
congélation colteux a faible pourcentage de DMSO commelisigs par la compagnie
STEMCETIY Technologies (CryoStor 5, 2) ou sans DMSO (CryoStor(308B)jui sont des

produits GMPc déja approuvés par la FRAS dzdSy i FIF ANBE € Q2062S0 RS y:

cellules encapsulées.

9y a2YYSs I ONB2LINBaSNBI A2y FFFSOGS RIGFyal
f QF OGAGAGS LI NI ONRY S R dz-géltid Rudehaiitre nSté dormktidrablNS
de cette étude est associée au nombre limité de facteursapgiogéniques évalué8ien que

nous ayons sélectionné ces facteurs sur la base des données disponibles dans la littérature, ils ne
refletent pas le profil complet de la réponse proangiogénique des cellules encapsulées avant et

apres cryopréservation.
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RECOMMANDATION:& 2 dzNJ | @2 A NJ dzy LINBFAE O2YLX Si| RS
encapsulées avant et aprés cryopréservationt I LINR 0 S2 YA lj dz§8 LIS NI S| G NI A
compréhension des cytokines aimtilammatoires, cytoprotectrices et proangiogéniques régulées

par les CSM encapsulées.

0P LYLI OO0 Rdz LINBO2YRAUAZ2YYSYSYyld a
cellules

Le préconditionnement des cellulesonstitue une stratégie innovante visant a maximiser
QST TFAOIF OA (i YlesceMupedle présatrditibvriner®npharmacologiquavec le célastrol
préserte plusieurs avantaged.dermet deprotéger les cellules face a différents stress repragluit
dans un environnement ischémigea activant les voies intracellulaires de protection des voies
PAKT, HSPhotamment HSP 70, HSR (HO-1) via la protéine HSP90 et la réponse antioxydante
médiée par le facteur de transcription NREB). Il permetégalementde stimuler les voies de

sécrétion de factelwgproangiogéniquedels que VEGpour initier la reperfusiores tissug158)

Nous avonsnontré les avantages du prétraitemeatl'aide ducélastrol pour améliorer la survie

S fQFOGAGAGS LINE Hifferarite? @p@otsvdisdzShuniaidiique cg soit dass

les hydrogels volumiques ou les microbill&elon les informations dont nous disposons, notre

SljdzA LIS Sad 1 LINBYASNS precondianementdeNBirdzavgc [ QS T T A
célastrolpour protéger la viabilité des cellules souches mésenchymateuses (CSM) encapsulées,
GFryad I @yl crfopesséntaiBlLa selileSétatld trouveédans la littératurecombinant

une méthode de préconditionnement éRIS y O LJA dzf | icondsthit a0eBaluér tzfvilesseNS

de fermeture de la plaie chez les rats dédigues atteints d'ischémie des membriegérieursen

utilisant un patch de chitosareollagene contenant deSSMde rats préalablement exposées 3

jours dans un environnement hypoxique (5% (216)

5QF dzi NBa aiGNFG§S3IASA SYLIX 2@ SsSndulatiRns ylds lohgueEtles G G S NI
vont de 24 a48 heuresavec les molécules pharmacologiguesdliesque le fucoidang153)et le
¢ b C(154)pour induire la stimulation des cytokines aapoptotiques comme pAT, sur des

cellules non encapsulées. Dans certaias,f Q2 LJGA YA &l GA2Yy RSliseip@STFA OF
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transfection des genes cytoprotemirs (146148) ou par stress mécaniques ou
électromagnétiques pour renforcer l'activité proangiogénique des celllgsl, 152) Le
préconditionnement cellulaire avec le célastconstitue une stratégie simple et économigue

pour induireune réponse cellulaire rapidélh)LJ2 dz@ | v i & QI LJLJ A lj cHfbilbidles RAF T

et R Q 2 NHCelfe®aractéristique pourrait facilitesa transférabilité vers une utilisation en

clinique

. ASY jdzS £S LINBO2YRAUGA2YYSYSYy(d AU NBRdAZAG f S3
SYGNInyS RQIFYSEAZ2NI GAZ2Y aA3dyATA aoaigogeSiquRds | f
produit cellulaire cryopréservé. St I YS(G Sy S@OARSYOS f QAYLERNII YO
optimisations pour prolonger les effets du préconditionnement apres la cryopréservadden.

plus,dans cette étudef I LINE dzdS RQSTFFAOFOAGS Rdz LINBO2YRAGA

sur des CSM encapsulées dans des hydrogels a base de chitosane.

RECOMMANDATIONY ! FAY RS YIEAYAASN ft QSFFAOI OA{S Rd

cryopréservées plusieurs stratégies peuvent8tie LIt 2 NBSa T

V Tester différents parametres de préconditionnement soit la concentration, la durée|de
traitement et le temps de récupération. Sélectionner les paramétres optimaux permettant
f QFLOGAGIGA2Y YFEAYFIES RSa ©@2ASa RQseOG(A I G
f QSFTFAOI OAGS RSa OSffdzZ Sa(a®y dziAatAalyd RSaA

V Le produit cellulaire pourrait étnestimulé apres cryopréservation en les exposant a de

faibles concentrations en oxygéne

V Evaluerd e fdilLNBS O2 Y RAGA2Y Y SYSy i RIya RQl dziNB&a 02
fSa KeRNR3ISta t o0lasS RQlIfIAYIFIGSO

6.4 Perspectives de développement du produit cellulaire pour les
thérapies proangiogéniques

Dans cette étude, nous avons mis au point la fabrication@lex produits cellulaires optimisés

composeés de microbilles dehitosanegélatine et alginategélatine chargées dESMMO. Les

résultats tres encourageants observés in vitro sont prometteurs. Cependant, il est crucial de
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-4 7 A

gt ARSNI f QSTFAOFOAGS RS OSdidS YSiK2RS RlIya ¢
considérer pour une application cliniquees prochaines étapes consisteront a optimikesr
propriétésdes microbillespuis a Istester in vivo.Nous discuterons du choix du modéle animal

plus loin.

Dans la recommandatioh, nous avons proposé de développer une méthode de fabrication de
microbilles sans huile en utilisant le systéme PIGI®eRIe Nordson EFD (un systéme utilisé pour

les productions industrielles). S a&adsyYS Said O2YLI GA6fS I @SO S
viscosité, permettant la production reproductible de microbilles avec une distribution de taille

faible et controlée.Une fois cette méthode mise au point, nous proposons de faire une
comparaison directe entre les deux formtidens, avec ou sans préconditionnement, avant et

aprés cryopréservation. NousINE LJ2 didlisesau Rdhs troiglifférentsdonneurs de CSM, la

méme composition du milieu de congélation (PlasmalyteA+HSA+DMSO) ou un milieu commercial

de congélation (CryoStor5)a formulation la plus prometteuse sera choisie en fonction des

critéres établis dans notre cahier des charges.

t 2dzNJ SO f dzSNJ f QST T A QingDdué ISuréRad skzyhflamiNgRoRadziivio, 1e0 S f f dzt
choix du modeéle ischémique est crucial, car il existe différents modéles utilisés dans la littérature,

GSt 1ljdzS €S Y2R8fS IFyAYlIf RQAAOKSYAS Rdz YSYON
animal immunodéficient athymique Nude et NOD/SCID, guit rincipalement des souris.

Chague modéle comporte des avantages et inconvénients.

Le modele immunocompétengst un modéle sainsans aucuneathologie métaboliquegqui

posséde une excellenteapacitéde régénéescence vasculaire efcatrisation(101) / QS & i  dzy
Y2R8fS ARSIt LI2dzNJ SOFfdzSNI f QSTFSG LINRFy3IA23SYy
immunocompeétentes avec les cellules de la méme espEoetefois, pour assurer un transfert

Oft AYAljdzS NIYLIARSZ Af S&ad ONUzOALFEf RS LINP&SNI fQ
plus les patients atteints de maladies ischémiquessiffrent souventde comorbidités liées au

diabéte,l'hypertension ] obésité(62).

Le modéle de souris immunodéficiente, appelée atlueiNude, présente une réponse

immunitaire atténuée par rapport aux souchi@smunocompétentesCe modele estaractérise
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par une absence déymphocytes T, mais il possededes cellules B et des cellules Ni€s

monocytes et des macrophageg99). De plus, il est compatible avec les cellules humaihas.

LI NI AOdzE F NAGS RS OS Y2RS8fS Sad I LlaairoAftAids
lesmacrophagesessentiels pour une angiogenése efficdt#8) Deplus,dans ce modele, il est
L1I2aadAofS RQ204ASNIWSN) RSa NBIFOGA2ya AYYdzyAll ANB
hydrogels(99). Ce quipourrapermettreR Q S @ f dzS Nil prdduit ZefuCaniaN Jivio.S

Le modéle NOD/SCID, qui se caractérise par un déficit immunitaire sévere touchant
principalement les lymphocytes T et B, ainsi que les cellules Natural Killer et Macropt@ges

présente également uneapacité insuffisante de cicatrisatiales plaiest compatible avec les

cellules humained. SG S a2 dzOKS LI NI AOdzZ ASNBE RS az2dzNRa a
f QSTFAOFOAGS RQdzy GNIFIAGSYSyid OKST Reliesdue/ A Yl dzE
le diabete.Toutefois, une immunité gravement affaiblie ne semble pas étre optimale pour les
cellules qui doivent interagir avec les macrophage$S LJ dzaz OS Y2RS§tS yQSai

profil immunitaire des patientatteints de maladies ischémiques.

.ASY ljdzQAf YyQSEAAGS LI & RS Y2R8tS FyAYlFE ARSI
choix du type de cellules (humaines ou souris), des conditions physiologiques du modéle animal
(immunité modérée ou sévere et pathologie métabolique associteyles conditions de

f QSE LIDNAISY BS/apA a1 3S2yva RQdziAf Aa SN RSnvivaPart £ dzt S &
O2yasSlidSyids y2dza &dzZ33SNPya ROSEFIYAYSNest QST FA
athymiqgues dans une étude préclinique simulant usehémiedu membre inférieur.Cette

I LILINR OKS LISNXSGGNI RQSG detileS Nindings dbliksfinferacdidnsS  |j dzS

avec les macrophagemns le processus de réparation vasculaire dans le tissu affestponse

inflammatoire du biomatériau pourra aussi étre évatuée qui pourralLISNXY SGGNBE RQS QO

f QFraLlSotd &aSOdzNAGLEANB Rdz LINPRdzA G OSft f dzf | A NB

6.5 Principales contributions, originalité

/'S LINRP2SG YSi RS ftQlF@glryd RSa | gFryosSSa Yl 2SdNB
fQAYUSANI GA2Y Y23 GNR O:Se pSndiRdBrimBentipBabirfégbldgiqgaed A S a
Si tQSyOF LadA FGA2y OSttdzZ F ANB RFyad RSa YIGNRO
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Cette combinaison vise a potentialiser les propriétés thérapeutiques @8M en

maximisant leur viabilité et activité proangiogéniquiies pour lareperfusiondes tissus.

5S L)X dzax OS OGN @FAf | LISNX¥AEA RS O2YLINBYRN
OSft I ail NPt RFEya f1 NB3AdzZ F A2y RS fQF OGAGAIQ
Sy Ol LJadzZ SSa RIyad RAFTFSNBydGa F2NX¥YIia RQSyOl
Ces travaux se distinguent par le développemendelexformulations prometteuses, soit

celles & base de chitosa®Sft I G Ay S  Hélatind @ui fsahth iyfjecinides et
cryopréservables, et dont la documentation est peu abondante dans la littérature.

/] Sa NBOKSNOKSa O2Yo0ftSyid dzy YryljdzS RS R2
cryoconservation sur les propriétés mécaniquéa stabilité¢ SG f QAYy 2SO0 6 A f

microbilles. Ces données sont essentielles pour un transfert vers les applications cliniques.

Cette étude ouvre la voie a une compréhension préliminaire de la maniere dont la
cryoconservation influence les performances des biomatériaux et leur potentiel en

thérapie cellulaire régénérative.

/'S GNY @At 2dzONB fI @2AS t € adlyRFNRA&LI (A
a grande échelleafin RQ2 0 G SYANJ dzy LINPRdzAG OSft f dzf I A NB

allogéniques des maladies ischémiques en clinique.
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Chapitre 7¢ Conclusiorgénérale

- A L LA

[ Q202SO0AFT RS OSi0GS ORPWOELT2REI B# O RONILIE A i 85N
injectable, stable et cryopréservable, composé de microbilles chargées @8M
préconditiomeées pour une thérapiallogénique des patients atteints de maladies ischémiques

Le développementuLIN2 RdzA i O S t dn defliSaritdbisE SMis@igea domphtiblesiavec les
transplantations allogéniquesCette conception aitilisé des méthodes cytocompatiblesqui

peuventétre standardiséepour unefabricationa grande échellece quiaidera aréduire les colts

RS LINPRdzOGA2Y S RS NBIESYSylldAzys G2dzi Sy

f QOKSGSNRIASYSAGS RS fQSTFAOFIOAGS Rdz GNIXIAGSYSy il

Nous avons mis au point deux formulations de GBapsuléeslians des microbilles (alginate

gélatine, chitosangélatine) cryopréservable et injectablespour les thérapies allogéniques
ischémiquesElles sont stables dans les solutions physiologiques et ont la capacité de favoriser la
prolifération et la migration des HUVEC avant et apres congéldtes . microbilles a base de
chitosane constituent un produit cellulairprometteur LINJ b f QSYLX 2 A LJ N,
avantageux en raison de leur excellentgeatabilité et de leur capacité a conserver leurs
propriétés mécaniquesleurs stabilités dans les solutions physiologiques leur capacité a

stimuler rapidement la prolifération et migration deBJVE@prés la cryopréservatioifoutefois,

At Said ySOS aeshéhddesddidbacatiinisana Ruife Btidd cryopréservation afin de

les rendre adaptées a une thérapie cellulaire immédiBtes essais précliniques sur des animaux

a2yl ysSoOSaal ANBa et rdpedse@miiithivedSpidddit CefutaifeogbimiseA G S
dansdzy Y2 RSt S IyAYlIf RQAda@KBguamideRdz YSYONB Ay TSN
b2a (N} OFdzE NBLINBaSYyi(aSyid dzy$S +F @FyO0SS AYLERNIIY
appliguée a la thérapie des maladies ischémiques.projet trace la voie vers des thérapies
cellulaires novatrices. Il vise gréconditionnerles CSM, legncapsulerdans les microbilles
injectables et les cryopréserverSy  YSGaGlyd RS QF@Fyld f QAYLR

multidisciplinaire pour améliorer le traitememilogéniquedes maladies ischémiques.

157






Réferences bibliographiques

1. Organisation mondiale de la sant®laladies cardiovasculaires 2021 [updated 2025.
Available from: https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/thetop-10-causesof-
death?utm

2. Qadura M, Terenzi DC, Verma SOAiran M, Hess DA. Concise Review: Cell Therapy for
Critical Limb Ischemia: An Integrated Review of Preclinical and Clinical Studies. Stem Cells.
2018;36(2):16471.

3. Levin SR, Arinze N, Siracuse JJ. Lower extremity critical limb ischemia: A review of clinical
features and management. Trends in cardiovascular medicine. 2020;30(30125

4. Hassanshahi M, Khabbazi S, Peymanfar Y, Hassanshahi A, Hdssleidj Su YW, Xian CJ.
Critical limb ischemia: Current and novel therapeutic strategies. Journal of cellular physiology.
20109.

5. Luo R, Lu Y, Liu J, Cheng J, Chen Y. Enhancement of the efficacy of mesenchymal stem cells
in the treatment of ischemic diseases. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2019;1082022

6. Samura M, Hosoyama T, Takeuchi Y, Ueno K, Morikage N, Hamano K. Therapeutic
strategies for celbased neovascularization in critical limb ischemia. J Transl Med. 2017;15(1):49.
7. Marquardt LM, Heilshorn SC. Design of Injectable Materials to Improve Stem Cell

Transplantation. Curr Stem Cell Rep. 2016;2(3}Zm7

8. Russo V, Young S, Hamilton A, Amsden BG, Flynn LE. Mesenchymal stem cell delivery
strategies to promote cardiac regeneration following ischemic injury. Biomaterials.
2014;35(13):39564.

9. Roche ET, Hastings CL, Lewin SA, Shvartsman DE, Brudno Y, Vasilyev NV, O'Brien FJ, Walsh
CJ, Duffy GP, Mooney DJ. Comparison of biomaterial delivery vehicles for improving acute
retention of stem cells in the infarcted heart. Biomaterials. 2014;35(25p&85

10. LiL, Chen X, Wang WE, Zeng C. How to Improve the Survival of Transplanted Mesenchymal
Stem Cell in Ischemic Heart? Stem cells international. 2016;2016:9682757.

11. Gaspar D, Peixoto R, De Pieri A, Striegl B, Zeugolis DI, Raghunath M. Local pharmacological
induction of angiogenesis: Drugs for cells and cells as drugs. Advanced drug delivery reviews.
2019;146:126b4.

12. KimHK, Lee SG, Lee SW, Oh BJ, Kim JH, Kim JA, Lee G, Jang JD, Joe YA. A Subset of Paracrir
Factors as Efficient Biomarkers for Predicting Vascular Regenerative Efficacy of Mesenchymal
Stromal/Stem Cells. Stem Cells. 2019;37(238.7

159


https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death?utm
https://www.who.int/fr/news-room/fact-sheets/detail/the-top-10-causes-of-death?utm

13.  Madonna R, Angelucci S, Di Giuseppe F, Doria V, Giricz Z, Gorbe A, Ferdinandy P, De
Caterina R. Proteomic analysis of the secretome of adipose tt=tived murine mesenchymal

cells overexpressing telomerase and myocardin. Journal of molecular andcrcebudiology.
2019;131:17186.

14. Sensebe L, Bourin P. [Mesenchymal stem c€llee challenge of a good therapeutic
product]. Medecine sciences : M/S. 2011;27(3):202.

15.  Alex Hitch. Quel est le prix du traitement par cellules souches en 2(Q24¢&2lable from:
https://www.startstemcells.com/fr/stemcelktherapy-cost.html

16. Malik NN, Durdy MB. Cell Therapy Landscape. Translational Regenerative Medicine2015.
p. 87-106.

17. Larghero J TJ. La recherche collaborative et le contréle qualité favorisent le
développement et la fabrication de thérapies cellulaires et géniques 2024 [Available from:
https://www.biomerieux.com/corp/fr/blog/controlequalite-pharmaceutique/paysage
mM%C3%A9dicamente%C3%A9rapimnovantm%C3%A9deciarmodernemaladiesrares
cancerstroublesauto-immunes.htm]

18. Der Sarkissian S, Lévesque T, Noiseux N. Optimizing stem cells for cardiac repair: Current
status and new frontiers in regenerative cardiology. World Journal of Stem Cells. 2017;9(1):9.

19. Taylor C, Church J, Williams M, Gerrand YW, Keramidaris E, Palmer J, Galea L, Penington

A, Morrison W, Mitchell G. Hypoxic preconditioning of myoblasts implanted in a tissue
engineering chamber significantly increases local angiogenesis via upregulatrogoblast

Gl a0dzt F NJ SYR2GKStAlIf INRBSGK FFOG2NI! SELINBAEA:
FYIA2LRASTAYTIM® W2dz2NY I f 2F GA&aadzS Sy 3IeRYSSNRAyY3

20. Zhao J, Young YK, Fradette J, Eliopoulos N. Melatonin pretreatment of human adipose
tissuederived mesenchymal stromal cells enhances their prosurvival and protective effects on
human kidney cells. American journal of physiology Renal physiology. 20(E2368.47433.

21. Lee., MaJ, Khoo TS, Abdullah N, Nik Md Noordin Kahar NNF, Abdul Hamid ZA, Mustapha
M. PolysaccharidBased Hydrogels for Microencapsulation of Stem Cells in Regenerative
Medicine. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology. 2021;9:735090.

22. Gurruchaga H, Saenz Del Burgo érneindez RM, Orive G, Selden C, Fuller B, Ciriza J,
Pedraz JL. Advances in the slow freezing cryopreservation of microencapsulated cells. Journal of
Controlled Release. 2018;281:138.

23.  Saberianpour S, Karimi A, Nemati S, Amini H, Sardroud HA, Khaksar M, Mamipour M, Nouri
M, Rahbarghazi R. Encapsulation of rat cardiomyoblasts with alggedéin microspheres
preserves stemness feature in vitro. Biomedicine & Pharmacotherapy. 2019029R:4

160


https://www.startstemcells.com/fr/stem-cell-therapy-cost.html
https://www.biomerieux.com/corp/fr/blog/controle-qualite-pharmaceutique/paysage-m%C3%A9dicaments-th%C3%A9rapie-innovant-m%C3%A9decine-moderne-maladies-rares-cancers-troubles-auto-immunes.html
https://www.biomerieux.com/corp/fr/blog/controle-qualite-pharmaceutique/paysage-m%C3%A9dicaments-th%C3%A9rapie-innovant-m%C3%A9decine-moderne-maladies-rares-cancers-troubles-auto-immunes.html
https://www.biomerieux.com/corp/fr/blog/controle-qualite-pharmaceutique/paysage-m%C3%A9dicaments-th%C3%A9rapie-innovant-m%C3%A9decine-moderne-maladies-rares-cancers-troubles-auto-immunes.html

24.  Hirsch AT, Haskal ZJ, Hertzer NR, Bakal CW, Creager MA, Halperin JL, Hiratzka LF, Murphy
WR, Olin JW, Puschett JB, Rosenfield KA, Sacks D, Stanley JC, Taylor LM, Jr., White CJ, White J,
White RA, Antman EM, Smith SC, Jr., Adams CD, Anderson JL, FéxastddR/, Gibbons RJ,

Hunt SA, Jacobs AK, Nishimura R, Ornato JP, Page RL, Riegel B. ACC/AHA 2005 Practice Guidelines
for the Management of Patients With Peripheral Arterial Disease (Lower Extremity, Renal,
Mesenteric, and Abdominal Aortic). Circulati@®06;113(11):e46854.

25. Beuter A, Balossier A, Vassal F, Hemm S, Volpert V. Cortical stimulation in aphasia
following ischemic stroke: toward modglided electrical neuromodulation. Biological
Cybernetics. 2020:17.

26. Wu Q, Chen B, Liang Z. Mesenchymal Stem Cells as a Prospective Therapy for the Diabetic
Foot. Stem cells international. 2016;2016:4612167.

27. LinJ, Chen Y, Jiang N, Li Z, Xu S. Burden of Peripheral Artery Disease and Its Attributable
Risk Factors in 204 Countries and Territories From 1990 to 2019. Front Cardiovasc Med.
2022:9:868370.

28. Collaborators GBDPAD. Global burden of peripheral artery disease and its risk factors,
1990-2019: a systematic analysis for the Global Burden of Disease Study 2019. Lancet Glob Health.
2023;11(10):e155&65.

29. Aagjal A, El Boussaadani B, Hara L, Benajiba C, Boukouk O, Benali M, Ouadfel O,
Bendoudouch H, Zergoune N, Alkattan D, Mahdi Z, Najdi A, Raissuni Z. [The consequences of the
lockdown on cardiovascular diseases]. Ann Cardiol Angeiol (Paris). 2021;70(2).94

30. Shamaki GR, Markson F, Sgjpade D, Agwuegbo CC, Bamgbose MO, Tamunoirkmi B
Peripheral artery disease: a comprehensive updated review. Current Problems in Cardiology.
2022;47(11):101082.

31. Yost M. The high cost of Peripheral Artery Disease and critical limb ischemia. J Arterial
Venous Lymphatic Interventions. 2021;1(1).

32. Alonso A, Garcia LA. The costs of critical limb ischemia. Endovasc Today. 20112011:32
33. Rutherford RB. Clinical staging of acute limb ischemia as the basis for choice of
revascularization method: when and how to intervene. Semin Vasc Surg. 2009;22(1):5

34. Xing Z, Zhao C, Wu S, Zhang C, Liu H, Fan Y. Hyadisepbtherapeutic angiogenesis: An
alternative treatment strategy for critical limb ischemia. Biomaterials. 2021;274:120872.

35. Sabra M, Karbasiafshar C, Aboulgheit A, Raj S, Abid MR, Sellke FW. Clinical Application of

Novel Therapies for Coronary Angiogenesis: Overview, Challenges, and Prospects. International
Journal of Molecular Sciences. 2021;22(7).

161



36. Yoo SY, Kwon SM. Angiogenesis and its therapeutic opportunities. Mediators Inflamm.
2013;2013:127170.

37. Ko SH, Bandyk DF. Therapeutic angiogenesis for critical limb ischemia. Semin Vasc Surg.
2014;27(1):231.

38. Choi YE, Cha YR, Lee KM, Kim HJ, Yoon CH. Proangiogenic cells enhanced persistent and
physiologic neovascularization compared with macrophages. Experimental & molecular
medicine. 2015;47:e186.

39. Meisner JK, Price RJ. Spatial and temporal coordination of bone mdemved cell
activity during arteriogenesis: regulation of the endogenous response and therapeutic
implications. Microcirculation. 2010;17(8):583.

40. Cooke JP, Meng S. Vascular Regeneration in Peripheral Artery Disease. Arterioscler
Thromb Vasc Biol. 2020;40(7):1624.

41. Murakami M, Nguyen LT, Hatanaka K, Schachterle W, Gi¥erZRuang ZW, Black BL,
Simons M. FGéependent regulation of VEGF receptor 2 expression in mice. The Journal of
clinical investigation. 2011;121(7):2668.

42.  Srisakuldee W, Makazan Z, Nickel BE, Zhang F, Thliveris JA, Pasumarthi KB, Kardami E. The
FGF2-triggered protection of cardiac subsarcolemmal mitochondria from calcium overload is
mitochondrial connexin 48ependent.Cardiovascular research. 2014;103(1)8®2

43. Besnard A, Hardy D, Gasse P, Aren&aiadedos F, Chrétien F. Réle de CXCL1-2/8DF
cours de la régénération musculaitdorphologie. 2015;99(327):166.

44. Buschmann |, Heil M, Jost M, Schaper W. Influence of inflammatory cytokines on
arteriogenesis. Microcirculation. 2003;1043:3719.

45. Losordo DW, Dimmeler S. Therapeutic angiogenesis and vasculogenesis for ischemic
disease. Part I: angiogenic cytokines. Circulation. 2004;109(21)21487

46. FanY, YeJ, ShenF, Zhu Y, Yeghiazarians Y, Zhu W, Chen Y, Lawton MT, Young WL, Yang G
Y. Interleukir6 stimulates circulating bloederived endothelial progenitor cell angiogenesis in
vitro. Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism. 2008;28(33:90

47.  Kim YJ, Kim HK, Cho HH, Bae YC, Suh KT, Jung JS. Direct comparison of human
mesenchymal stem cells derived from adipose tissues and bone marrow in mediating
neovascularization in response to vascular ischemia. Cellular Physiology and Biochemistry.
2007;2d6):86%76.

162



48.  Silvestre B, Mallat Z, Tamarat R, Duriez M, Tedgui A, Levy Bl. Regulation of matrix
metalloproteinase activity in ischemic tissue by interleukih role in ischeminduced
angiogenesis. Circulation research. 2001;89(3)249

49.  Krishnamurthy P, Rajasingh J, Lambers E, Qin G, Losordo DW, Kishdr@ iRhikiits
inflammation and attenuates left ventricular remodeling after myocardial infarction via activation
of STAT3 and suppression of HuR. Circulation research. 2009;10423.e9

50. Hess CN, Norgren L, Ansel GM, Capell WH, Fletcher JP, Fowkes FGR, Gottsater A, Hitos K,
Jaff MR, Nordanstig J, Hiatt WR. A Structured Review of Antithrombotic Therapy in Peripheral
Artery Disease With a Focus on Revascularization: A TASC (InterSocegpsGsrfor the
Management of Peripheral Artery Disease) Initiative. Circulation. 2017;135(25)5%634

51. GehardHerman MD, Gornik HL, Barrett C, Barshes NR, Corriere MA, Drachman DE,
Fleisher LA, Fowkes FG, Hamburg NM, Kinlay S, Lookstein R, Misra S, Mureebe L, Olin JW, Patel
RA, Regensteiner JG, Schanzer A, Shishehbor MH, Stewart kJadobabn D, Walsh ME)16
AHA/ACC Guideline on the Management of Patients With Lower Extremity Peripheral Artery
Disease: Executive Summary: A Report of the American College of Cardiology/American Heart
Association Task Force on Clinical Practice Guidelines. CirculatiGrilZ(12).:e68&725.

52. Simon F, Duran M, Garabet W, Schelzig H, Jacobs M, Gombert A. Gene Therapy of Chronic
LimbThreatening Ischemia: Vascular Medical Perspectives. J Clin Med. 2022;11(5).

53. Elshaer SL, Bahram SH, Rajashekar P, GangarajtR&8ndsdsy AB. Modulation of
Mesenchymal Stem Cells for Enhanced Therapeutic Utility in Ischemic Vascular Diseases.
International journal of molecular sciences. 2021;23(1).

54. Magalon J, Francois P, Velier M, Grimaud F, Veran J, Calmels B, Sabatier F. Thérapie
cellulaire et cellules souches en 2018. Revue Francophone des Laboratoires. 2018;2018(507):34
43.

55. Foo JB, Looi QH, Chong PP, Hassan NH, Yeo GEC, Ng CY, Koh B, How CW, Lee SH, Law J;
Comparing the Therapeutic Potential of Stem Cells and their Secretory Products in Regenerative
Medicine. Stem cells international. 2021;2021:2616807.

56. Liao L. Cell therapy of critical limb ischemia: A review of preclinical and clinical research in
China. Vascular Investigation and Therapy. 2020;3(1).

57. Keighron C, Lyons CJ, Creane M, O'Brien T, Liew A. Recent Advances in Endothelial
Progenitor Cells Toward Their Use in Clinical Translation. Front Med (Lausanne). 2018;5:354.

58. Berezin AE. The endothelial progenitor cell dysfunction in hypertension: the diagnostic
and predictive values. Vessel Plus. 2018;2(22):2209.2018.

163



59. Pradillo JM, Grayston A, Medi#donso V, Arrie M, Lizasoain I, Rosell A. Conditioning
Medicine. 2019.

60. Han, Li X, Zhang Y, Han Y, Chang F, Ding J. Mesenchymal Stem Cells for Regenerative
Medicine. Cells. 2019;8(8).

61. Nammian P, Asadfousefabad SL, Daneshi S, Sheikhha MH, Tabei SMB, Razban V.
Comparative analysis of mouse bone marrow and adipose tissue mesenchymal stem cells for
critical limb ischemia cell therapy. Stem Cell Res Ther. 2021;12(1):58.

62. Brewster L, Robinson S, Wang R, Griffiths S, Li H, Peister A, Copland I, McDevitt T.
Expansion and angiogenic potential of mesenchymal stem cells from patients with critical limb
ischemia. Journal of vascular surgery. 2017;65(3)}3R261.

63. Dzhoyashvili NA, Efimenko AY, Kochegura TN, Kalinina NI, Koptelova NV, Sukhareva QY,
Shestakova MV, Akchurin RS, Tkachuk VA, Parfyonova YV. Disturbed angiogenic activity of
adiposederived stromal cells obtained from patients with coronary artery diseastdiabetes

mellitus type 2. Journal of translational medicine. 2014;1P31

64. Foti R, Storti G, Palmesano M, Scioli MG, Fiorelli E, Terriaca S, Cervelli G, Kim BS, Orlandi
A, Cervelli V. Senescence in Adipbszived Stem Cells: Biological Mechanisms and Therapeutic
Challenges. Int J Mol Sci. 2024;25(15).

65. Benoit E, O'Donnell TF, Patel AN. Safety and efficacy of autologous cell therapy in critical
limb ischemia: a systematic review. Cell Transplant. 2013;22(35345

66. Matsubara H. Clinical Trials of Hematopoietic Stem Cells for Cardiac and Peripheral
Vascular Diseases. Stem Cell Therapy for Autoimmune Disease: CRC Press; 2629. p. 49

67. Yanishi K, Shoji K, Fujioka A, Hori Y, Yukawa A, Matoba S. Impact of therapeutic
angiogenesis using autologous bone marderived mononuclear cell implantation in patients
with no-option critical limb ischemia. Annals of Vascular Diseases. 2020;132P).:13

68. Zhao L, Johnson T, Liu D. Therapeutic angiogenesis of adgoged stem cells for
ischemic diseases. Stem Cell Res Ther. 2017;8(1):125.

69. Liao G, Zheng K, Shorr R, Allan DS. Human endothelial-baiongg cells in regenerative
therapy: A systematic review of controlled preclinical animal studies. Stem Cells Transl Med. 2020.
70. Viswanathan S, Shi Y, Galipeau J, Krampera M, Leblanc K, Martin I, Nolta J, Phinney DG,
Sensebe L. Mesenchymal stem versus stromal cells: International Society for Cell & Gene Therapy
(ISCT(R)) Mesenchymal Stromal Cell committee position statement on notanee.
Cytotherapy. 2019;21(10):104381.

164



71. Bourin P, Bunnell BA, Casteilla L, Dominici M, Katz AJ, March KL, Redl H, Rubin JP,
Yoshimura K, Gimble JM. Stromal cells from the adipose tt=streed stromal vascular fraction

and culture expanded adipose tissderived stromal/stem cells: a joint dment of the
International Federation for Adipose Therapeutics and Science (IFATS) and the International
Society for Cellular Therapy (ISCT). Cytotherapy. 2013;15(@®:641

72.  Dominici M, Le Blanc K, Mueller I, Slagertenbach I, Marini F, Krause D, Deans R, Keating
A, Prockop D, Horwitz E. Minimal criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The
International Society for Cellular Therapy position statemeptotberapy. 2006;8(4):315.

73. Maacha S, Sidahmed H, Jacob S, Gentilcore G, Calzone R, Grivel JC, Cugno C. Paracrine
Mechanisms of Mesenchymal Stromal Cells in Angiogenesis. Stem cells international.
2020;2020:4356359.

74. Pons J, Huang Y, Arakattayt J, Washko D, Takagawa J, Ye J, Grossman W, Su H. VEGF
improves survival of mesenchymal stem cells in infarcted hearts. Biochemical and biophysical
research communications. 2008;376(2):422.

75. blr2INJazX [2Y0FNR /!X ClLéélrRnYITIY 132 CI 2dzNJ
|l & ¢KmMT AYYdzyS NBalLkRyaS (2 FRALRAS GAadaadzsSnRS
cellular physiology. 2019;234(11):21183.

76. Najar M, FayyatKazan H, Faour WH, Merimi M, Sokal EM, Lombard CA, Fahmi H.
Immunological modulation following bone marrederived mesenchymal stromal cells and Th17
lymphocyte cecultures. Inflammation Research. 2019;68:208

77. Fahmi H, Charon D, Mondange M, Chaby R. Endetatitced desensitization of mouse
macrophages is mediated in part by nitric oxide production. Infection and immunity.
1995;63(5):1863.

78. Yao Z, Liu H, Yang M, Bai Y, Zhang B, Wang C, Yan Z, Niu G, Zou Y, Li Y. Bone marrow
mesenchymal stem cetlerived endothelial cells increase capillary density and accelerate
angiogenesis in mouse hindlimb ischemia model. Stem cell research & therapyl20A 1.

79. Oswald J, Boxberger S, Jgrgensen B, Feldmann S, Ehninger G, Bornhauser M, Werner C.
Mesenchymal stem cells can be differentiated into endothelial cells in vitro. Stem cells.
2004;22(3):3784.

80. Huang L, Reis C, Boling WW, Zhang JH. Stem cell therapy in brain ischemia: the role of
mitochondrial transfer. Stem Cells and Development. 2020;29(96355

81. Yang, Ye G, Zhanl,He HWV, Yu BQ, Hong YM, You W, Li X. Transfer of mitochondria
from mesenchymal stem cells derived from induced pluripotent stem cells attenuates hypoxia

165



ischemiainduced mitochondrial dysfunction in PC12 cells. Neural regeneration research.
2020;15(3):46472.

82. Huang, Li X, Yang L. Hydrogel Encapsulation: Taking the Therapy of Mesenchymal Stem
Cells and Their Derived Secretome to the Next Level. Frontiers in Bioengineering and
Biotechnology. 2022;10:859927.

83.  Karoubi G, Ormiston ML, Stewart DJ, Courtman DW. Sietileydrogel encapsulation for
enhanced survival of human marrow stromal cells. Biomaterials. 2009;30(29)9445

84. Rustad KC, Wong VW, Sorkin M, Glotzbach JP, Major MR, Rajadas J, Longaker MT, Gurtner
GC. Enhancement of mesenchymal stem cell angiogenic capacity and stemness by a biomimetic
hydrogel scaffold. Biomaterials. 2012;33(1)%D

85. 22y3 WY!>X aSKilF ' +#p ¢¢> ,S2 D/ ® [/ StftdAgl
Improve Mesenchymal Stem Cell Transplantation. Biomaterials Science. 2023;1134752

86. Foti R, Storti G, Palmesano M, Scioli MG, Fiorelli E, Terriaca S, Cervelli G, Kim BS, Orlandi
A, Cervelli V. Senescence in Adipbszived Stem Cells: Biological Mechanisms and Therapeutic
Challenges. International Journal of Molecular Sciences. 202528890.

87. Brizuela C, Meza G, Urrejola D, Quezada MA, Concha G, Ramirez V, Angelopoulos |, Cadiz
MI, TapiaLimonchi R, Khoury M. G8hsed Regenerative Endodontics for Treatment of Periapical
Lesions: A Randomized, Controlled Phase I/II Clinical Trial. J De20&xr89(5):523.

88. Gjerde C, Mustafa K, Hellem S, Rojewski M, Gjengedal H, Yassin MA, Feng X, Skaale S, Berge
T, Rosen A, Shi XQ, Ahmed AB, Gjertsen BT, Schrezenmeier H, Layrolle P. Cell therapy induced
regeneration of severely atrophied mandibular bone in a clinical t8&m Cell Res Ther.
2018;9(1):213.

89. GomezBarrena E, Padilgguiluz NG, Avendarffola C, Payardderrera C, Velaseo

Iglesias A, Torres F, Rosset P, Gebhard F, Baldini N;Svabezx JC, GardRey E, Cordero
Ampuero J, VaquerMartin J, Chana F, Marco F, Gat€Ciradas J, Calidessoux Rje la Cuadra

P, Hernigou P, Flouzhachaniette CH, Gouin F, Mainard D, Laffosse JM, Kalbitz M, Marzi I,
Sudkamp N, Stockle U, Ciapetti G, Donati DM, Zagra L, Pazzaglia U, Zarattini G, Capanna R, Catani
F. A Multicentric, Opeihabel, Randomized, Comp#ive Clinical Trial of Two Different Doses of
Expanded hBMMSCs Plus Biomaterial versus lliac Crest Autograft, for Bone Healing in Nonunions
after Long Bone Fractures: Study Protocol. Stem cells international. 2018;2018:6025918.

90. Frey N, Linke A, Suselbeck T, Mdllamsen J, Vermeersch P, Schoors D, Rosenberg M,
Bea F, Tuvia S, Leor J. Intracoronary delivery of injectable bioabsorbable scaBORIL)I ko treat

left ventricular remodeling after Sdlevation myocardial infarctim a firstin-man study. Circ
Cardiovasc Interv. 2014;7(6):808.

166



91. Lee., Hinson A, Bauernschmitt R, Matschke K, Fang Q, Mann DL, Dowling R, Schiller N,
Sabbah HN. The feasibility and safety of AldiS4R as a method of left ventricular augmentation

in patients with dilated cardiomyopathy: initial first in man clinicedults. International journal

of cardiology. 2015;199:124.

92. Rao SV, Zeymer U, Douglas P&halidi H, White JA, Liu J, Levy H, Guetta V, Gibson CM,
Tanguay -F. Bioabsorbable intracoronary matrix for prevention of ventricular remodeling after
myocardial infarction. Journal of the American College of Cardickigys;68(7):71823.

93. He X, Wang Q, Zhao Y, Zhang H, Wang B, Pan J, Li J, Yu H, Wang L, Dai J, Wang D. Effect of
Intramyocardial Grafting Collagen Scaffold With Mesenchymal Stromal Cells in Patients With
Chronic Ischemic Heart Disease: A Randomized Clinical Trial. JAMA New Op
2020;3(9):€2016236.

94. Marui A, Tabata Y, Kojima S, Yamamoto M, Tambara K, Nishina T, Saji-¥ HaghkKla

T, Yokoyama S. A novel approach to therapeutic angiogenesis for patients with critical limb
ischemia by sustained release of basic fibroblast growth factor usingedpiadable gelatin
hydrogel an initial report of the Phaséla Study. Circulation Journal. 2007;71(8)::681

95. Ungerleider JL, Christman KL. Concise review: injectable biomaterials for the treatment of
myocardial infarction and peripheral artery disease: translational challenges and progress. Stem
Cells Transl Med. 2014;3(9):1090

96. FuJ, Fan C, Lai WS, Wang D. Enhancing vascularization of abgskdinmicrecavitary
hydrogel by increasing the density of the mi@avities. Journal of biomedical materials research.
2016;11(5):055012.

97. Serack FE. Development of a ®eléed Regenerative Strategy to Modulate Angiogenesis
and Inflammation in Ischemic Muscle: University of Western Ontario; 2023.

98. Lee, Kim DH, Yoon JK, Park DB, Kim HS, Shin YM, Baek W, Kang ML, Kim HJ, Sung HJ.
Microchannel network hydrogel induced ischemic blood perfusion connection. Nat Commun.
2020;11(1):615.

99. Serack FE, Ronald JA, Amsden BG, Hess DA, Flynn LE.-Beliwesk Stromal Cells
Delivered in Chitosan/PERSTMC Hydrogels Induce Adverse Outcomes in Nude Mice with Femoral
Artery Ligation. GEN Biotechnology. 2024;3(4):854

100. Chen J, Liao S, Xiao Z, Pan Q, Wang X, Shen K, Wang S, Yang L, Guo F, Liu HF, Pan Q. The
development and improvement of immunodeficient mice and humanized immune system mouse
models. Front Immunol. 2022;13:1007579.

101. Lee, Valmikinathan CM, Byun J, Kim S, Lee G, Mokarram N, Pai SB, Um E, Bellamkonda RV,
Yoon YS. Enhanced therapeutic neovascularization by-&@8éssing cells and embryonic stem

167



celkderived endothelial cells engineered with chitosan hydrogel containing V&E&4sing
microtubes. Biomaterials. 2015;63:1563.

102. Kim, Jun I, Kim DW, Lee YB, Lee YJ, Lee JH, Park KD, Park H, Shin H. Rapid transfer of
endothelial cell sheet using a thermosensitive hydrogel and its effect on therapeutic angiogenesis.
Biomacromolecules. 2013;14(12):4309.

103. Lee J, Jun |, Park HJ, Kang TJ, Shin H, Cho SW. Genetically engineered myoblast sheet for
therapeutic angiogenesis. Biomacromolecules. 2014;15(1)7261

104. Jun I, Ahmad T, Bak S, Lee JY, Kim EM, Lee J, Lee YB, Jeong H, Jeon H, Shin H. Spatially
Assembled Bilayer Cell Sheets of Stem Cells and Endothelial Cells Using Thermosensitive
Hydrogels for Therapeutic Angiogenesis. Advanced healthcare materials. 2)17;6(

105. Hong Y, Chen J, Fang H, Li G, Yan S, Zhang K, Wang C;iN40rde Al{/drogel Realizing
AdiposeDerived Stem Cell Spheroid Production and In Vivo Injection viaS@eTransition for
Angiogenesis in Hind Limb Ischemia. ACS applied materials & tet®rf2020;12(10):11378/.

106. XuY, Fu M, Li Z, Fan Z, Li X, Liu Y, Anderson PM, Xie X, Liu Z, Guan J. A prosurvival and
proangiogenic stem cell delivery system to promote ischemic limb regeneration. Acta
biomaterialia. 2016;31:9913.

107. Young SA, Sherman SE, Cooper TT, Brown C, Anjum F, Hess DA, Flynn LE, Amsden BG.
Mechanically resilient injectable scaffolds for intramuscular stem cell delivery and cytokine
release. Biomaterials. 2018;159:186.

108. Suuronen EJ, Veinot JP, Wong S, Kapila V, Price J, Griffith M, Mesana TG, Ruel M. Tissue
engineered injectable collagdmsed matrices for improved cell delivery and vascularization of
ischemic tissue using CD133+ progenitors expanded from the periphleradl. Circulation.
2006;114(1 Suppl):113&4.

109. Leclec CJ, Cooper TT, Bell GlI, Lajoie GA, Flynn LE, Hess DA. Decellularized adipose tissue
scaffolds guide hematopoietic differentiation and stimulate vascular regeneration in a hindlimb
ischemia model. Biomaterials. 2021;274:120867.

110. Park HJ, Jin Y, Shin J, Yang K, Lee C, Yang HS, Cho SWFGattonallized Hyaluronic
Acid Hydrogels Enhance Angiogenesis and Osteogenesis of Human Apiosel Stem Cells in
Critical Tissue Defects. Biomacromolecules. 2016;17(6):4839

111. Tang ZC, Liao WY, Tang AC, Tsai SJ, Hsieh PC. The enhancement of endothelial cell therapy
for angiogenesis in hindlimb ischemia using hyaluronan. Biomaterials. 2011;3286):75

168



112. Robinson ST, Douglas AM, Chadid T, Kuo K, Rajabalan A, Li H, Copland IB, Barker TH,
Galipeau J, Brewster LP. A novel platelet lysate hydrogel for endothelial cell and mesenchymal
stem celdirected neovascularization. Acta biomaterialia. 2016;3&86

113. Hsieh FY, Tao L, Wei Y, Hsth.SA novel biodegradable séitaling hydrogel to induce
blood capillary formation. NPG Asia Materials. 2017;9(3):e863

114. Zhao, Yue Z, Cui J, Yao Y, Song X, Cui B, Qi X, Han Z, Han ZC, Guo Z, He-EX, Li Z. IGF
domainmodified hydrogel enhances therapeutic potential of mesenchymal stem cells for
hindlimb ischemia. Stem Cell Research & Therapy. 2019;10(1):129.

115. Wang X, Zhang J, Cui W, Fang Y, Li L, Ji S, Mao D, Ke T, Yao X, Ding D, Feng G, Kong D.
Composite Hydrogel Modified by IGE Domain Improves Stem Cell Therapy for Limb Ischemia.
ACS applied materials & interfaces. 2018;10(5):498.1

116. Kim., Jun |, Lee TJ, Lee JH, Lee YJ, Jang HK, Kang S, Park KD, Cho SW, Kim BS, Shin
Therapeutic angiogenesis by a myoblast layer harvested by tissue transfer printing from cell
adhesive, thermosensitive hydrogels. Biomaterials. 2013;34(33):8258

117. Serack F E, Fennell K A, lliopould&/@ker J T,Ronald J A, Amsderobing the effects of
polysaccharide hydrogel composition on the viability and-amgiogenic function of human
adiposederived stromal cells] Biomed Mater Res A. 2025; 11343800

118. Young SA, Flynn LE, Amsden BG. Adipeswed Stem Cells in a Resilient In Situ Forming
Hydrogel Modulate Macrophage Phenotype. Tissue Eng Part A. 201824)(238497.

119. Robinson ST, Douglas AM, Chadid T, Kuo K, Rajabalan A, Li H, Copland IB, Barker TH,
Galipeau J, Brewster LP. A novel platelet lysate hydrogel for endothelial cell and mesenchymal
stem celdirected neovascularization. Acta biomaterialia. 2016;3&86

120. Chenite AC, C; Wang, D; Combes, C; Buschmann, M.D; Hoemann, C.D;, Leroux JCA, B.L;
Binette, F; Selmani, A. Novel injectable neutral solutions of chitosan form biodegradable gels in
situ. Biomaterials. 2000;21(21):2163.

121. Silva LP, Pirraco RP, Santos TC, NGaoallal R, Cerqueira MT, Reis RL, Correlo VM,
Marques AP. Neovascularization Induced by the HyaluronicBesdd Sponglyike Hydrogels
Degradation Products. ACS applied materials & interfaces. 2016;8(49):33464

122. Qazi TH, Burdick JA. Granular hydrogels for endogenous tissue repair. Biomaterials and
Biosystems. 2021;1:100008.

123. Kim PH, Yim HG, Choi YJ, Kang BJ, Kim J, Kwon SM, Kim BS, Hwang NS, Cho JY. Injectable
multifunctional microgel encapsulating outgrowth endothelial cells and growth factors for

169



enhanced neovascularization. Journal of controlled release : official journal of the Controlled
Release Society. 2014;18713.

124. Thomas D, Fontana G, Chen X, $¢%wgués C, Zeugolis DI, Dockery P, O'Brien T, Pandit A.
A shapecontrolled tuneable microgel platform to modulate angiogenic paracrine responses in
stem cells. Biomaterials. 2014;35(31):87&.

125. Landazuri N, Levit RD, Joseph G, Ortegggaspi JM, Flores CA, Weiss D, Sambanis A,
Weber CJ, Safley SA, Taylor WR. Alginate microencapsulation of human mesenchymal stem cells
as a strategy to enhance paracrineediated vascular recovery after hindlimlghgemia. Journal

of tissue engineering and regenerative medicine. 2016;10(3)3222

126. Friend NE, Beamish JA, Margolis EA, Schott NG, Stegemann JP, Putnaroultdrétte
cellencapsulating fibrin microbeads for the vascularization of ischemic tissues. Journal of
biomedical materials research Part A. 2024;112(4)%649

127. Katare R, Riu F, Rowlinson J, Lewis A, Holden R, Meloni M, Reni C, Wallrapp C, Emanueli C,
Madeddu P. Perivascular delivery of encapsulated mesenchymal stem cells improves
postischemic angiogenesis via paracrine activation of VEG¥terioscler Thromb asc Biol.
2013;33(8):18780.

128. Kuraitis D, Zhang P, Zhang Y, Padavan D, McEwan K, Sofrenovic T, McKee D, Zhang J,
Griffith M, Cao X. A stromal celérived factorl releasing matrix enhances the progenitor cell
response and blood vessel growth in ischaemic skeletal muscle. Eur Gall ROt1;22(109):e23.

129. KupikowskaStobba B, Lewinska D. Polymer microcapsules and microbeads as cell carriers
for in vivo biomedical applications. Biomater Sci. 2020;8(6):1/=B6

130. Hoemann CD, Fong D. Immunological responses to chitosan for biomedical applications.
Chitosan Based Biomaterials Volume 1: Elsevier; 2017-10.45

131. Lavertu M, Filion D, Buschmann MD. Hewtuced Transfer of Protons from Chitosan to
Glycerol Phosphate Produces Chitosan Precipitation and Gelation. Biomacromolecules.
2008;9:64050.

132. Assaad E, Maire M, Lerouge S. Injectable thermosensitive chitosan hydrogels with
controlled gelation kinetics and enhanced mechanical resistance. Carbohydrate Polymers.
2015,;130:87/96.

133. Ceccaldi C, Assaad E, Hui E, Buccionyte M, Adoungotchodo A, Lerouge S. Optimization of
injectable thermosensitive scaffolds with enhanced mechanical properties for cell therapy.
Macromolecular bioscience. 2017;17(6):1600435.

134. a2 Kl YYIFRFf Ay S2KI R { %J, KutekrI\, yerfall 4. Alginate migrob¥é8sy 4 Sy
incorporated with anthocyanins from purple corn (Zea mays L.) using electrostatic extrusion:

170



Microencapsulation optimization, characterization, and stability studies. International Journal of
Biological Macromolecules. 2023;246:125684.

135. Hoesli CA, Raghuram K, Kiang RL, Mocinecova D, Hu X, Johnson JD, Lacik I, Kieffer TJ, Piret
JM. Pancreatic cell immobilization in alginate beads produced by emulsion and internal gelation.
Biotechnology and Bioengineering. 2011;108(2):324

136. Alfonso N. Optimizing alginathitosan microcapsules using-agial air flow method as
3d stem cell microenvironment. 2014.

137. Rostamabadi H, Demirkesen I, Colussi R, Roy S, Tabassum N, de Oliveira Filho JG, Bist Y,
Kumar Y, Nowacka M, Galus S, Falsafi SR. Recent trends in the application of films and coatings
based on starch, cellulose, chitin, chitosan, xanthan, gellan, pull&labic gum, alginate, pectin,

and carrageenan in food packaging. Food Frontiers. 2024;5(29B50

138. Davidenko N, SchusteCF, Bax DV, Farndale RW, Hamaia S, Best SM, Cameron RE.
Evaluation of cell binding to collagen and gelatin: a study of the effect of 2D and 3D architecture
and surface chemistry. Journal of Materials Science: Materials in Medicine. 201627:1

139. Asim S, Tabish TA, Liagat U, Ozbolat IT, Rizwan M. Advances in Gelatin Bioinks to Optimize
Bioprinted Cell Functions. Advanced healthcare materials. 2023;12(17):e2203148.

140. Tan J, Li J, Zhou X. Generation ofladitn GelMA microspheres using microfluidic chip
and its cryopreservation method. Biomedical Materials. 2023;18(5):055023.

141. Yao R, Zhang R, Luan J, Lin F. Alginate and alginate/gelatin microspheres for human
adiposederived stem cell encapsulation and differentiation. Biofabrication. 2012;4(2):025007.

142. Akin K, Ugraskan V, Isik B, Cakar F. Adsorptive removal of crystal violet from wastewater
using sodium alginatgelatinmontmorillonite ternary composite microbeads. Int J Biol
Macromol. 2022;223(Pt A):543.

143. Georgopoulou A, Papadogiannis F, Batsali A, Marakis J, Alpantaki K, Eliopoulos AG,
Pontikoglou C, Chatzinikolaidou M. Chitosan/gelatin scaffolds support bone regeneration. J Mater
Sci Mater Med. 2018;29(5):59.

144. S P, Jaiswal AK. Effect of interpolymer complex formation between chondroitin sulfate and
chitosangelatin hydrogel on physicochemical and rheological properties. Carbohydrate
Polymers. 2020.

145. Sart S, Ma T, Li Y. Preconditioning stem cells for in vivo delivery. Biores Open Access.
2014;3(4):13749.

171



146. Bingqging Huang, Juying Qian, Jianying Ma, Zheyong Huang, Yunli Shen, Xueying Chen, Aijun
Sun, Junbo Ge, Chen H. Myocardial transfection of hyjodiecible factorm b -y R O2
transplantation of mesenchymal stem cells enhance cardiac repair in rats wpkrigrental
myocardial infarction. BioMed Central. 2014;5:22.

147. Yang C, Liu H, Liu D. Mutant hypdxiducible factor * modified bone marrow
mesenchymal stem cells ameliorate cerebral ischemia. International journal of molecular
medicine. 2014;34(6):1622.

148. Zhang D, Fan GC, Zhou X, Zhao T, Pasha Z, Xu M, Zhu Y, Ashraf M, Waagpressien
of CXCR4 on mesenchymal stem cells augments myoangiogenesis in the infarcted myocardium.
Journal of molecular and cellular cardiology. 2008;44(2)281

149. Efimenko A, Starostina E, Kalinina N, Stolzing A. Angiogenic properties of aged adipose
derived mesenchymal stem cells after hypoxic conditioning. J Transl Med. 2011;9:10.

150. Rosova l, Dao M, Capoccia B, Link D, Nolta JA. Hypoxic preconditioning results in increased
motility and improved therapeutic potential of human mesenchymal stem cells. Stem Cells.
2008;26(8):21738B2.

151. Lee., Kim DY, Chung E, Lee EA, Park KS, Son Y. Transplantation of cyclic stretched
fibroblasts accelerates the wourtkaling process in streptozotoeinduced diabetic mice. Cell
Transplant. 2014;23(3):28501.

152. Delle Monache S, Alessandro R, lorio R, Gualtieri G, Colonna R. Extremely low frequency
electromagnetic fields (ELEMFs) induce in vitro angiogenesis process in human endothelial cells.
Bioelectromagnetics. 2008;29(8):680

153. Han., Lee JH, Jung JS, Noh H, Baek MJ, Ryu JM, Yoon YM, Han HJ, Lee SH. Fucoidan protects
mesenchymal stem cells against oxidative stress and enhances vascular regeneration in a murine
hindlimb ischemia model. International journal of cardiology. 2015;18895.

154. Kwon YW, Heo SC, Jeong GO, Yoon JW, Mo WM, Lee MJ, Jang IH, Kwon SM, Lee JS, Kim JH.
Tumor necrosis factealphaactivated mesenchymal stem cells promote endothelial progenitor
cell homing and angiogenesis. Biochim Biophys Acta. 2013;1832(12%2136

155. Le B, Cressman A, Morales D, Fierro FA. First Clinical Experiences Using Preconditioning
Approaches to Improve MS8ased Therapies. Current Stem Cell Reports. 2024;101):1

156. Salminen A, Lehtonen M, Paimela T, Kaarniranta K. Celastrol: Molecular targets of Thunder
God Vine. Biochemical and biophysical research communications. 2010;394{82.439

157. Venkatesha SH, Dudics S, Astry B, Moudgil KD. Control of autoimmune inflammation by
celastrol, a natural triterpenoid. Pathogens and disease. 2016;74(6).

172



158. Der Sarkissian S, Le Huu A, Borie M, Hamet P, Noiseux N. PRIMING OF STEM CELLS WITH
CELASTROL TO ENHANCE SURVIVAL FOR CELL THERAPY. Canadian cardiovascular conferer
Toronto2012. p. 2.

159. Der Sarkissian S, Cailhier JF, Borie M, Stevens LM, Gaboury L, Mansour S, Hamet P, Noiseux
N. Celastrol protects ischaemic myocardium through a heat shock response welguiption of
haeme oxygenasé. British journal of pharmacology. 2014;171(23):5265

160. Aceros H, Der Sarkissian S, Borie M, Stevens LM, Mansour S, Noiseux N.-Ggestrol
HSP90 modulators allow for potent cardioprotective effects. Life Sciences. 20191227:8

161. Aceros H, Borie M, Ribeiro RVP, Stevels Maltais S, Der Sarkissian S, Noiseux N. Novel
heat shock protein 90 inhibitor improves cardiac recovery in a rodent model of donation after
circulatory death. The Journal of Thoracic and Cardiovascular Suzg26y.

162. Nasir BS, Landry C, Menaouar A, GermdinDer Sarkissian S, Steverd,lAceros H,
Cailhier F, Leduc C, Liberman M, Noiseux N, Ferraro P. HSP90 Inhibitor Improves Lung Protection
in Porcine Model of Donation After Circulatory Arrest. The Annals ofatic surgery.
2020;110(6):1868B.

163. Samakova A, Gazova A, Sabova N, Valaskova S, Jurikova M, Kyselovic J. The PI3k/Akt
pathway is associated with angiogenesis, oxidative stress and survival of mesenchymal stem cells
in pathophysiologic condition in ischemia. Physiol Res. 2019;68(Sup@R2E81

164. Kannaiyan R, Shanmugam MK, Sethi G. Molecular targets of celastrol derived from
Thunder of God Vine: potential role in the treatment of inflammatory disorders and cancer.
Cancer letters. 2011;303(1)2D.

165. Yong KW, Wan Safwani WK, Xu F, Wan Abas WA, Choi JR, Piigglian B.
Cryopreservation of Human Mesenchymal Stem Cells for Clinical Applications: Current Methods
and Challenges. Biopreserv Biobank. 2015;13(4)231

166. Mantri S, Kanungo S, Mohapatra P. Cryoprotective effect of disaccharides on cord blood
stem cells with minimal use of DMSO. Indian Journal of Hematology and Blood Transfusion.
2015;31:20612.

167. Nurhayati RW, Pratama G, Dinastri M, editors. The cryoprotecting effects of trehalose and
dimethyl sulfoxide on alginatehitosan encapsulated mesenchymal stem cells. AIP Conference
Proceedings; 2022: AIP Publishing.

168. Mohanty S, Wu Y, Chakraborty N, Mohanty P, Ghosh G. Impact of alginate concentration

on the viability, cryostorage, and angiogenic activity of encapsulated fibroblasts. Mater Sci Eng C
Mater Biol Appl. 2016;65:2697.

173



169. Nagvi SM, Gansau J, Buckley CT. Priming and cryopreservation of microencapsulated
marrow stromal cells as a strategy for intervertebral disc regeneration. Biomedical Materials.
2018;13(3):034106.

170. Chen B, Wright B, Sahoo R, Connon CJ. A novel alternative to cryopreservation for the
shortterm storage of stem cells for use in cell therapy using alginate encapsulation. Tissue Eng
Part C Methods. 2013;19(7):568.

171. MuruaA, Orive G, Hernandez RM, Pedraz JL. Cryopreservation based on freezing protocols
for the longterm storage of microencapsulated myoblasts. Biomaterials. 2009;30(20)=32B5

172. Haque T, Chen H, Ouyang W, Martoni C, Lawuyi B, Urbanska AM, Prakash S. In vitro study
of alginatechitosan microcapsules: an alternative to liver cell transplants for the treatment of
liver failure. Biotechnol Letters. 2005;27(5):327.

173. Saberianpour S, Rahbarghazi R, Zamani ARN, Ahmadi M, Heidarzade M, Mozaffari SA.
AlginateGelatin Microspheres Protect Human Mesenchymal Stem Cells During Deep
Cryopreservation. Jentashapir Journal of Cellular and Molecular Biology. 2020;11(1).

174. Park, Choi M, Kim M, Lee-HD Injectable and Cryopreservable MiS&aded PLGA
Microspheres for Recovery from Chemically Induced Liver Damage. Macromolecular Research.
2020;28:101725.

175. DiazDussan D, Peng YY, Sengupta J, Zabludowski R, Adam MK, Acker JP, Ben RN, Kumar P,
Narain R. TrehalosBased Polyethers for Cryopreservation and THd@aensional Cell Scaffolds.
Biomacromolecules. 2020;21(3):1283.

176. Pollock K, Sumstad D, Kadidlo D, McKenna DH, Hubel A. Clinical mesenchymal stromal cell
products undergo functional changes in response to freezing. Cytotherapy. 2015;1#4%):38

177. Kannan S, Bhagwat S, Gupta PK, Kolkundkar U. Evaluation and Characterization of Human
Bone Marrow Mesenchymal Stromal Cells Cryopreserved in Animal CompgementChemically
Defined, Serunfree Conditions. 2022.

178. Pravdyuk Al, Petrenko YA, Fuller BJ, Petrenko AY. Cryopreservation of alginate
encapsulated mesenchymal stromal cells. Cryobiology. 2013;66(2215

179. CuiY, Nash AM, Castillo B, Sanchez Solis LD, Agbiavat S, Levitan M, Kim B, Diehl M,
Veiseh O. Development of Sertifnee Media for Cryopreservation of Hydrogel Encapsulated Cell
Based Therapeutics. Cell Mol Bioeng. 2022;15(5)3425

180. FDA. Guidance for FDA Reviewers and Sponsors. 2009.

181. World health Organization. About Cardiovascular diseases 2018 [Available from:
http://www.who.int/cardiovascular_diseases/about_cvd/en/

174


http://www.who.int/cardiovascular_diseases/about_cvd/en/

182. World health Organization. Maladies cardiovasculaires 2015 [Available from:
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/fr/

183. Michaels AD, Chatterjee K. Angioplasty versus bypass surgery for coronary artery disease.
Circulation. 2002;106(23):e18300.

184. Jeger RV, Farah A, OhlowAvIMangner N, MobiusVinkler S, Leibundgut G, Weilenmann
D, Wohrle J, Richter S, Schreiber M. BEsagted balloons for small coronary artery disease
(BASKEBMALL 2): an opdabel randomised noinferiority trial. The Lancet.
2018;392(10150):8496.

185. Palmerini T, Benedetto U, Biordoccai G, Della Riva D, Badebggiani L, Smits PC,
Vlachojannis GJ, Jensen LO, Christiansen EH, Berencsi erirosgfety of drugeluting and
baremetal stents: evidence from a comprehensive network reatalysis. Jawal of the
American College of Cardiology. 2015;65(23):2895.

186. Levin SR, Arinze N, Siracuse JJ. Lower extremity critical limb ischemia: a review of clinical
features and management. Trends in cardiovascular medicine. 2020;30(30125

187. Russo V, Young S, Hamilton A, Amsden BG, Flynn LE. Mesenchymal stem cell delivery
strategies to promote cardiac regeneration following ischemic injury. Biomaterials.
2014;35(13):39564.

188. Jeong H, Yim HW, Park HJ, Cho Y, Hong H, Kim NJ, Oh IH. Mesenchymal Stem Cell Therapy
for Ischemic Heart Disease: Systematic Review andsieddysis. Int J Stem Cells. 2018;11¢1):1
12.

189. Trindade F, Leitdloreira A, FerreirdMartins J, Ferreira R, FaleRares I, Vitorino R.
Towards the standardization of stem cell therapy studies for ischemic heart diseases: Bridging the
gap between animal models and the clinical setting. Internatiowoairnal of cardiology.
2016;228:46580.

190. Sylakowski K, Bradshaw A, Wells A. Mesenchymal stem cell/multipotent stromal cell
augmentation of wound healing: lessons from the physiology of matrix and hypoxia support. Am
J Pathol. 2020.

191. Sears V, Ghosh G. Harnessing mesenchymal stem cell secretome: Effect of extracellular
matrices on proangiogenic signaling. Biotechnol Bioeng. 2020;117(4)711159

192. Karpov AA, Udalova DV, Pliss MG, Galagudza MM. Can the outcomes of mesenchymal

stem cellbased therapy for myocardial infarction be improved? Providing weapons and armour
to cells. Cell proliferation. 2016.

175


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs317/fr/

193. Rehman J, Traktuev D, Li J, MeH€lduss S, Tem@rove CJ, Bovenkerk JE, Pell CL,
Johnstone BH, Considine RV, March KL. Secretion of angiogenic and antiapoptotic factors by
human adipose stromal cells. Circulation. 2004;109(10):4292

194. Tang YL, Zhao Q, Zhang YC, Cheng L, Liu M, Shi J, Yang YZ, Pan C, Ge J, Phillips MI.
Autologous mesenchymal stem cell transplantation induce VEGF and neovascularization in
ischemic myocardium. Regulatory peptides. 2004;117{10-3

195. Young SA. Mechanically robust injectable hydrogel scaffolds for the intramuscular delivery
of adiposederived stem/stromal cells: Queen's University (Canada); 2017.

196. Mayfield AE, Tilokee EL, Latham N, McNeill B, REmRuel M, Suuronen EJ, Courtman
DW, Stewart DJ, Davis DR. The effect of encapsulation of cardiac stem cells withienrathied
hydrogel capsules on cell survival, pasthemic cell retention and cardiac function. Biomaterials.
2014;35(1):13312.

197. Uemura R, Xu M, Ahmad N, Ashraf M. Bone marrow stem cells prevent left ventricular
remodeling of ischemic heart through paracrine signaling. Circulation research.
2006;98(11):14141.

198. Hu X, Yu SP, Fraser JL, Lu Z, Ogle ME, Wang JA, Wei L. Transplantation ef hypoxia
preconditioned mesenchymal stem cells improves infarcted heart function via enhanced survival
of implanted cells and angiogenesis. J Thorac Cardiovasc Surg. 2008;135a@$.799

199. Huang B, Qian J, Ma J, Huang Z, Shen Y, Chen X, Sun A, Ge J, Chen H. Myocardial
transfection of hypoxianducible factosm | yirBnsp@@tation of mesenchymal stem cells
enhance cardiac repair in rats with experimental myocardial infarction. StemR€sdarch &

Therapy. 2014;5-16.

200. Noiseux N, Borie M, Desnoyers A, Menaouar A, Stevens LM, Mansour S, Danalache BA,
Roy DC, Jankowski M, Gutkowska J. Preconditioning of stem cells by oxytocin to improve their
therapeutic potential. Endocrinology. 2012;153(11):53%1

201. GonzaleReyes A, Menaouar A, Yip D, Danalache B, Plante E, Noiseux N, Gutkowska J,
Jankowski M. Molecular mechanisms underlying oxytawiluced cardiomyocyte protection
from simulated ischemiseperfusion. Molecular and cellular endocrinology. 2015;472:81.

202. Venkatesha SH, Moudgil KD. Celastrol and its role in controlling chronic diseases. Anti
inflammatory Nutraceuticals and Chronic Diseases. 20163267

203. Noiseux N, Gnecchi M, Lopkasaca M, Zhang L, Solomon SD, Deb A, Dzau VJ, Pratt RE.
Mesenchymal stem cells overexpressing Akt dramatically repair infarcted myocardium and
improve cardiac function despite infrequent cellular fusion or differentiationlddolar Therapy.
2006;14(6):84650.

176



204. Alinejad Y, Adoungotchodo A, Hui E, Zehtabi F, Lerouge S. An injectable
chitosan/chondroitin sulfate hydrogel with tunable mechanical properties for cell therapy/tissue
engineering. Int J Biol Macromol. 2018;113:432

205. Elhami E, Dietz B, Xiang B, Deng J, Wang F, Chi C, Goertzen AL, Mzengeza S, Freed D, Arora
RC, Tian G. Assessment of three techniques for delivering stem cells to the heart using PET and
MR imaging. EJNMMI Res. 2013;3(1):72.

206. Robey TE, Saiget MK, Reinecke H, Murry CE. Systems approaches to preventing
transplanted cell death in cardiac repair. Journal of molecular and cellular cardiology.
2008;45(4):56781.

207. Monette A, Ceccaldi C, Lerouge S, Lapointe R. Chitosan thermogels for local T lymphocyte
delivery for cancer immunotherapy. Journal for ImmunoTherapy of Cancer. 2015;3:1

208. Pham TiB, Van Pham P. The effects of transplanted cells in stem cell therapy for
myocardial ischemia. Biomedical Research and Therapy. 2016;3(:Zp951

209. Goodwin AM. In vitro assays of angiogenesis for assessment of angiogenic and anti
angiogenic agents. Microvascular research. 2007 :3%(@7283.

210. Lu H, Wang F, Mei H, Wang S, Cheng L. Human Adipose Mesenchymal Stem Cells Show
More Efficient Angiogenesis Promotion on Endothelial Cokaryning Cells than Umbilical Cord
and Endometrium. Stem cells international. 2018;2018:7537589.

211. Sadat S, Gehmert S, Song YH, Yen Y, Bai X, Gaiser S, Klein H, Alt E. The cardioprotective
effect of mesenchymal stem cells is mediated by-l@kd VEGF. Biochemical and biophysical
research communications. 2007;363(3):674

212. Kokai LE, Marra K, Rubin JP. Adipose stem cells: biology and clinical applications for tissue
repair and regeneration. Translational research : the journal of laboratory and clinical medicine.
2014;163(4):399108.

213. Zhao W, Jin K, Li J, Qiu X, Li S. Delivery of strorad¢iceld factor 1alpha for in situ tissue
regeneration. J Biol Eng. 2017;11:22.

214. Rasmussen JG, Frgbert O, Ritda., Kastrup J, Simonsen U, Zachar V, Fink T. Prolonged
hypoxic culture and trypsinization increase the jamgiogenic potential of human adipose tissue
derived stem cells. Cytotherapy. 2011;13(3):2B

215. Hadjipanayi E, Schilling AF. Hypéaaed strategies for angiogenic induction: the dawn
of a new era for ischemia therapy and tissue regeneration. Organogenesis. 2013;9{):261

177



216. Tong C, Hao H, Xia L, Liu J, Ti D, Dong L, Hou Q, Song H, Liu H, Zhao Y, Fu X, Han W. Hypoxia
pretreatment of bone marrowderived mesenchymal stem cells seeded in a collaggtosan

sponge scaffold promotes skin wound healing in diabetic rats with habdischemia. Wound

Repair and Regeneration. 2016;24(1)%%

217. Taylor CJ, Church J, Wililams M, Gerrand YW, Keramidaris E, Palmer JA, Galea LA,
Penington A, Morrison WA, Mitchell GM. Hypoxic preconditioning of myoblasts implanted in a
tissue engineering chamber significantly increases local angiogenesis via upoagefiatyoblast

g a0dzt NI SYR20GKSEt ALt ANRSOK FI OG2Nm! SELINB&AEA:;
FY3A2LRASGAYTIM® W2dz2NY I f 2F GA&adzS Sy3IeRyY SSNRyY 3

218. Alinejad Y, Bitar CM, Martinez Villegas K, Perignon S, Hoesli CA, Lerouge S. Chitosan
microbeads produced by a orstep scalable stirred emulsification: a promising process for cell
therapy applications. ACS Biomaterials Science & Engineering. 202696288

219. Liu Z, Wang H, Wang Y, Lin Q, Yao A, Cao F, Li D, Zhou J, Duan C, Du Z. The influence of
chitosan hydrogel on stem cell engraftment, survival and homing in the ischemic myocardial
microenvironment. Biomaterials. 2012;33(11):30836.

220. Dhillon JS. Investigation of Chitodassed Hydrogels as a Cell Delivery Platform for
Adiposederived Stem/Stromal Cell Transplantation to Promote Angiogenesis in Ischemic Tissues:
The University of Western Ontario (Canada); 2017.

221. Hastings CL, Kelly HM, Murphy MJ, Barry FP, O'Brien FJ, Duffy GP. Development of a
thermoresponsive chitosan gel combined with human mesenchymal stem cells and
desferrioxamine as a multimodal pengiogenic therapeutic for the treatment of critical limb
ischaemia. journal of the Controlled Release Sodé#2;161(1):7380.

222. Man S, Xian Y, Holmes DN, Matsouaka RA, Saver JL, Smith EE, Bhatt DL, Schwamm LH,
Fonarow GC. Association between thrombolytic dmneedle time and dyear mortality and
readmission in patients with acute ischemic stroke. Jama. 2020;323(21)82170

223. Parikh PP, Liu ZJ, Velazquez OC. A Molecular and Clinical Review of Stem Cell Therapy in
Critical Limb Ischemia. Stem cells international. 2017;2017:3750829.

224. Tao Y, Zhang-H Hu YM, Wan S, Su-Q. Preparation of chitosan and watsoluble
chitosan microspheres via sprayying method to lower blood lipids in rats fed with hiGdt
diets. International journal of molecular sciences. 2013;14(2).884.4

225. Cheng NC, Lin WJ, Ling TY, Young TH. Sustained release of@delipeskestem cells by

thermosensitive chitosan/gelatin hydrogel for therapeutic angiogenesis. Acta biomaterialia.
2017;51:258657.

178



226. Hosaka A, Koyama H, Kushibiki T, Tabata Y, Nishiyama N, Miyata T, Shigematsu H, Takato
T, Nagawa H. Gelatin hydrogel microspheres enable pinpoint delivery of basic fibroblast growth
factor for the development of functional collateral vessels. Circula004;110(21):332:3.

227. Rogulska O, Tykhvynska O, Revenko O, Grischuk V, Mazur S, Volkova N, Vasyliev R,
Petrenko A, Petrenko Y. Novel Cryopreservation Approach Providitigec8helf Availability of

Human Multipotent Mesenchymal Stromal Cells for Clinical Applications. Stenméernational.
2019;2019:4150690.

228. Zhang C, Zhou Y, Zhang L, Wu L, Chen Y, Xie D, Chen W. Hydrogel Cryopreservation System:
An Effective Method for Cell Storage. International journal of molecular sciences. 2018;19(11).

229. Touani FK, Borie M, Azzi F, Trudel D, Noiseux N, Der Sarkissian S, Lerouge S.
Pharmacological Preconditioning Improves the Viability and Proangiogenic Paracrine Function of
HydrogelEncapsulated  Mesenchymal Stromal Cells. Stem cells international.
2021;2(21:6663467.

230. Ebert S, Grossmann L, Hinrichs J, Weiss J. Emulsifying properties efoldés proteins
extracted from the microalgae Chlorella sorokiniana and Phaeodactylum tricornutum. Food &
Function. 2019;10(2):7584.

231. Kaplan A, Sackett K, Sumstad D, Kadidlo D, McKenna DH. Impact of starting material (fresh
versus cryopreserved marrow) on mesenchymal stem cell culture. Transfusion. 2017;57(9):2216
9.

232. Zhang X, Wang H, Luo L. Comparison Analysis of the Calculation Methods for Particle
Diameter. Crystals. 2022;12(8).

233. Bao G, Jiang T, Ravanbakhsh H, Reyes A, Ma Z, Strong M, Wang H, Kinsella JM, Li J,
Mongeau L. Triggered micropeferming bioprinting of porous viscoelastic hydrogels. Materials
horizons. 2020;7(9):23347.

234. Bennacef C, Desobry S, Jasniewski J, Leclerc S, Probst L, Basobrs. Influence of
Alginate Properties and Calcium Chloride Concentration on Alginate Bead Reticulation and Size:
A Phenomenological Approach. Polymers (Basel). 2023;15(20):4163.

235. {2y ANNJ b {2Yy3INNI , > . PNDOI y-anfl 22gaVMde hadzlledzd € f dz b
EUSguided fine needle aspiration in patients with mediastinal masses and lymph nodes. The
Turkish Journal of Gastroenterology: the Official Journal of Turkish Soci@gstbenterology.
2011;22(5):478.

236. Seong YJ, Lin G, Kim BJ, Kim HE, Kim S, Jeong SH. HyalurBagedditybrid Hydrogel
Microspheres with Enhanced Structural Stability and High Injectability. ACS Omega.
2019;4(9):138344.

179



237. Wang, Rao RR, Stegemann JP. Delivery of mesenchymal stem cells in chitosan/collagen
microbeads for orthopedic tissue repair. Cells, tissues, organs. 2013;197¢(8B333

238. Shin DS, Touani FK, Aboud DGK, Kiethlj Berouge S, Hoesli CA. Mammalian cell
encapsulation in monodisperse chitosan beads using microchannel emulsification. Colloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Aspects. 2023;661:130807.

239. Opara E. Cell Microencapsulation: Methods and Protocols2016. 336 p.

240. Dong Z, Meng X, Yang W, Zhang J, Sun P, Zhang H, Fang X, Wang DA, Fan C. Progress of
gelatinbased microspheres (GMSs) as delivery vehicles of drug and cell. Materials Science &
Engineering aterials for Biological Applications. 2021;122:111949.

241. Yong KW, Choi JR, Mohammadi M, Mitha AP, Shieatiad A, Sen A. Mesenchymal stem
cell therapy for ischemic tissues. Stem cells international. 2018;2018.

242. Merckx G, Hosseinkhani B, Kuypers S, Deville S, Irobi J, Nelissen |, Michiels L, Lambrichts I,
Bronckaers A. Angiogenic Effects of Human Dental Pulp and Bone Maeryed Mesenchymal
Stromal Cells and their Extracellular Vesicles. Cells. 2020;9(2).

243. Sarker B, Rompf J, Silva R, Lang N, Detsch R, Kaschta J, Fabry B, Boccaccini AR. Alginate
based hydrogels with improved adhesive properties for cell encapsulation. Int J Biol Macromol.
2015;78:728.

244. Silva JM, Garcia JR, Reis RL, Garcia AJ, Mano JF. Tuning cell adhesive properties via layer
by-layer assembly of chitosan and alginate. Acta biomaterialia. 2017;5D279

245, Sareen N, Srivastava A, Dhingra S. Role of prostaglandin E2 in allogeneic mesenchymal
stem cell therapy for cardiac repair. Canadian Journal of Physiology and Pharmacology.
2021;99(2):14650.

246. Dhingra S, HuangkX Li RK. Challenges in allogeneic mesenchymal stemroelfiated
cardiac repair. Trends in cardiovascular medicine. 2010;20(88263

247. Karki R, Kanneganti TD. The 'cytokine storm': molecular mechanisms and therapeutic
prospects. Trends Immunol. 2021;42(8):6815.

248. NaderiMeshkin H, Matin MM, Heirafiabasi A, Mirahmadi M, Irfadlagsood M,
Edalatmanesh MA, Shahriyari M, Ahmadiankia N, Moussavi NS, Bidkhori HR, Bahrami AR.
Injectable hydrogel delivery plus preconditioning of mesenchymal stem cells: exploitatiof-of SD
1/CXCR4 axis toward enhancing the efficacy of stem cells' homing. Cell biology international
reports. 2016;40(7):734@1.

180



249. Young S, Flynn LE, Amsden BG, editors. A mechanically robust injectable hydrogel scaffold
for adiposederived stem cell delivery for the treatment of peripheral arterial disease. TISSUE
ENGINEERING PART A; 2015.

250. Pal R, Hanwate M, Totey SM. Effect of holding time, temperature and different parenteral
solutions on viability and functionality of adult bone marroerived mesenchymal stem cells
before transplantation. Journal of tissue engineering and regenerativdicime. 2008;2(7):436

44.

251. Volkova N, Yukhta M, Sokil L, Chernyschenko L, Stepanyuk L, Goltsev A. Application
efficiency of bovine serum albumin for recovery of seminiferous tubules of testes after
cryopreservation. Biotechnologia Acta. 2021;14(2X388

252. Limaye L, Kale V. Cryopreservation of human hematopoietic cells with membrane
stabilizers and bioantioxidants as additives in the conventional freezing medium. Journal of
hematotherapy & stem cell research. 2001;10(5)-1@9

253. Morris GJ, Acton E. Controlled ice nucleation in cryopreservaioaview. Cryobiology.
2013;66(2):892.

254. Mgrch YA, Donati |, Strand BL, Sigasiek G. Effect of Ca2+, Ba2+, and Sr2+ on alginate
microbeads. Biomacromolecules. 2006;7(5): 1801

255. Moya ML, Morley M, Khanna O, Opara EC, Brey EM. Stability of alginate microbead
properties in vitro. Journal of Materials Science: Materials in Medicine. 2012;23203

256. Zhong M, Sun J, Wei D, Zhu Y, Guo L, Wei Q, Fan H, Zhang X. Establistafioiiveell
interface and spreading space in a 3D hydrogel by introduction of microcarriers and an enzyme. J
Mater Chem B. 2014;2(38):660D.

257. Agrahari V, Agrahari V. Facilitating the translation of nanomedicines to a clinical product:
challenges and opportunities. Drug Discov Today. 2018;23(599.74

258. Liao S, Meng H, Zhao J, Lin W, Liu X, Tian Z, Lan L, Yang H, Zou Y, Xu Y, Gao X, Lu S, Peng.
Injectable adiposé&lerived stem cellembedded alginategyelatin microspheres prepared by
electrospray for cartilage tissue regeneration. J Orthop Translat.;28227485.

259. Morita A, Carastan D, Demarquette N. Influence of drop volume on surface tension
evaluated using the pendant drop method. Colloid and Polymer Science. 2002;288.857

260. Navaei T, Madadian E, Haltli BA, Cartmell C, Kerr RG, Ahmadi A. Investigation of the impact

of bacterial microencapsulation on natural product discovery. Current Research in Biotechnology.
2023;6.

181



261. Takashimizu Y, liyoshi M. New parameter of roundness R: circularity corrected by aspect
ratio. Progress in Earth and Planetary Science. 2016(3:1

262. Lee., Ravindra P, Chan ES. Size and Shape of Calcium Alginate Beads Produced by Extrusion
Dripping. Chemical Engineering & Technology. 2013;36(10)4527

263. Schneider S, Feilen P, Cramer H, Hillgartner M, Brunnenmeier F, Zimmermann H, Weber
M, Zimmermann U. Beneficial effects of human serum albumin on stability and functionality of
alginate microcapsules fabricated in different ways. Journal of microencajosula
2003;20(5):62736.

264. Karaca MA, Kancagi DD, Ozbek U, Ovali E, Gok O. Preparatiorl.ob@edl Microbeads

as Stable and Injectable Delivery Platforms for Tissue Engineering. Biomimetics. 2023;8(2):155.
265. Cattelan G, Guerrero Gerboles A, Foresti R, Pramstaller PP, Rossini A, Miragoli M, Caffarra
Malvezzi C. Alginate Formulations: Current Developments in the Race for HyBeasgel Cardiac
Regeneration. Front Bioeng Biotechnol. 2020;8:414.

266. YaoH, Yuan X, Wu Z, Park S, Zhang W, Chong H, Lin L, Piao Y. Fabrication and Performance
Evaluation of Gelatin/Sodium Alginate HydreBelsed Macrophage and MSC &Esitapsulated
Paracrine System with Potential Application in Wound Healing. Int J M@028&;24(2).

267. Lee SH, Lee Y, Chun YW, Crowder SW, Young PP, Park KD, Sung HJ. In Situ Crosslinkable
Gelatin Hydrogels for Vasculogenic Induction and Delivery of Mesenchymal Stem Cells. Adv Funct
Mater. 2014;24(43):677-81.

268. Zhou, Xu HH. The fast release of stem cells from algittaia microbeads in injectable
scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials. 2011;32(30)%:Z5803

269. Hamami R, Simaa¥iameen H, Gargioli C, Seliktar D. Comparison of Four Different
Preparation Methods for Making Injectable Microgels for Tissue Engineering and Cell Therapy.
Regenerative Engineering and Translational Medicine. 2022;8(428.15

270. BatistaDuharte A, Martinez DT, Carlos 1Z. Efficacy and safety of immunological adjuvants.
Where is the cubff? Biomedicine & Pharmacotherapy. 2018;105:@46

271. Miyoshi H, Yamazaki M, Fujie H, Kidoaki S. Guideline for design of substrate stiffness for
mesenchymal stem cell culture based on heterogeneity of YAP and RUNX2 responses. Biophys
Physicobiol. 2023;20(2):e200018.

272. Yu J, Du KT, Fang Q, Gu Y, Mihardja SS, Sievers RE, Wu JC, Lee RJ. The use of human

mesenchymal stem cells encapsulated in RGD modified alginate microspheres in the repair of
myocardial infarction in the rat. Biomaterials. 2010;31(27): 7202

182



273. PalV, Singh YP, Gupta D, Alioglu MA, Nagamine M, Kim MH, Ozbolat-tfirddighput
microgel biofabrication via agissisted ceaxial jetting for cell encapsulation, 3D bioprinting, and
scaffolding applications. Biofabrication. 2023;15(3).

274. Shinde P, Khan N, Melinkeri S, Kale V, Limaye L. Freezing of dendritic cells with trehalose
as an additive in the conventional freezing medium results in improved recovery after
cryopreservation. Transfusion. 2019;59(2):68%

275. Zhang TY, Tan PC, Xie Y, Zhang XJ, Zhang PQ, Gao YM, Zhou SB, Li QF. The combination of
trehalose and glycerol: an effective and rtmxic recipe for cryopreservation of human adipese
derived stem cells. Stem Cell Res Ther. 2020;11(1):460.

276. Ohtake S, Wang YJ. Trehalose: current use and future applications. J Pharm Sci.
2011;100(6):20263.

277. Nikolits I, Chariye¥rinz F, Egger D, Liebner F, Mytzka N, Kasper C. Characterization of MSC
Growth, Differentiation, and EV Production in CNF Hydrogels Under Static and Dynamic Cultures
in Hypoxic and Normoxic Conditions. Bioengineering (Basel). 2q20)11

278. Abbas SEM, Maged G, Wang H, Lotfy A. Mesenchymal Stem/Stromal Cells
Microencapsulation for Cell Therapy. Cells. 2025;14(3).

279. Thompson L. The role of oil detachment mechanisms in determining optimum detergency
conditions. Journal of colloid and interface science. 1994;163(¥361

280. Motevasel M. A study of surface biosurfactants applications on oil degradation. American
J Oil Chem Technol. 2014;2(9).

281. Stager MA, Erickson CB, Payne KA, Krebs MD. Fabricationaairdindled and emulsion
free chitosarGenipin microgels for tissue engineering applications. JoVE (Journal of Visualized
Experiments). 2022(182):e63857.

282. Nordson. We Deliver Innovative Precision Technology 2025 [Available from:
https://www.nordson.com/en

283. Li HB, Jiang H, Wang CY, Duan CM, Ye Y, Su XP, Kong QX, Wu JF, Guo XM. Comparison of
two types of alginate microcapss on stability and biocompatibility in vitro and in vivo. Biomed
Mater. 2006;1(1):42 .

284. Bhujbal SV, Paredgsiarez GA, Niclou SP, de Vos P. Factors influencing the mechanical

stability of alginate beads applicable for immunoisolation of mammalian cells. J Mech Behav
Biomed Mater. 2014;37:19808.

183


https://www.nordson.com/en

285. Khatab S, Leijs MJ, van Buul G, Haeck J, Kops N, Nieboer M, Bos PK, Verhaar JAN, Bernsen
M, van Osch G. MSC encapsulation in alginate microcapsules prolongs survival aftetictar

injection, a longitudinal in vivo cell and bead integrity tracksigdy. Cell Biol Toxicol.
2020;36(6):55%0.

286. Chan E5, Lim &K, Voo WP, Pogaku R, Tey BT, Zhang Z. Effect of formulation of alginate
beads on their mechanical behavior and stiffness. Particuology. 2011;9(34228

287. Shinohara M, Sabra K, Gennisson JL, Fink M, Tanter MirReaisualization of muscle
stiffness distribution with ultrasound shear wave imaging during muscle contraction. Muscle
Nerve. 2010;42(3):4381.

288. Hasman H, Cinar O, Uzun A, Cevik E, Jay L, Comert B. A randomized clinical trial comparing
the effect of rapidly infused crystalloids on atidse status in dehydrated patients in the
emergency department. International Journal of Medical Sciences. 2)H9.

289. Sobotka O, Mezera V, Blaha V, Skorepa P, Fortunato J, Sobotka L. Optimizing Recovery in
Elderly Patients: Anabolic Benefits of Glucose Supplementation during the Rehydration Period.
Nutrients. 2024;16(11):1607.

290. Darrabie MD, Kendall WF, Opara EC. Effect of alginate composition and gelling cation on
microbead swelling. Journal of microencapsulation. 2006;23(6)2813

291. Capone SH, Dufresne M, Rechel M, Fleury MJ, Salsac AV, Paullier FCBagatieu M,
Legallais C. Impact of alginate composition: from bead mechanical properties to encapsulated
HepG2/C3A cell activities for in vivo implantation. PloS one. 2013;8(83262

292. Liu Q, Li Q, Xu S, Zheng Q, Cao X. Preparation and Properties of 3D Printed -Alginate(
)Chitosan Polyion Complex Hydrogels for Tissue Engineering. Polymers (Basel). 2018;10(6).

293. Chen Q, Tian X, Fan J, Tong H, Ao Q, Wang X. An interpenetrating alginate/gelatin network
for three-dimensional (3D) cell cultures and organ bioprinting. Molecules. 2020;25(3):756.

294, Cui L, Jia J, Guo Y, Liu Y, Zhu P. Preparation and characterization of IPN hydrogels
composed of chitosan and gelatin crdssed by genipinCarbohydrate polymers. 2014;99:81

295. Basciano L. L'effet de I'hypoxie sur les conditions de culture des cellules souches
mésenchymateuses de la moelle osseuse: Université Henri PoiNeaigy 1; 2011.

296. Touani FK, Hamouda I, Noiseux N, Hoesli C, Der Sarkissian S, Lerouge S. Injectable,
cryopreservable mesenchymal stromal defided microbeads for prangiogenic therapy:in
vitroproof-of-concept. Biomed Mater. 2025;20(1).

297. Serack FE, Fennell KA, lliopoulos C, Walker JT, Ronald JA, Amsden BG, Hess DA, Flynn LE.
Probing the effects of polysaccharide hydrogel composition on the viability anrdrgiogenic

184



function of human adiposeéerived stromal cells. Journal of biomedical materials research Part A.
2025;113(1):e37800.

298. Rojas M, Rojas V, Pérez E, Larez C. Cell encapsulation using chitosan: chemical aspects and
applications. Avances en Quimica. 2021;16(3):@3.

299. Hirt N, Alkobtawi M, Manchon E, Proust R, Villain E, Lack S, Bourrat E, Courtils CD, Bouaziz
JD, ADaccak R. A novel calcium alginate hydrogel formulation to enhance
monocyte/macrophage aninflammatory activity. Int J Biol Macromol. 2025;306(Pt 1): 5412

300. LuY, Zhao M, Peng Y, He S, Zhu X, Hu C, Xia G, Zuo T, Zhang X, Yun Y, Zhang W, Shen X. /
physicochemical doublerosslinked gelatin hydrogel with enhanced antibacterial and -anti
inflammatory capabilities for improving wound healing. J NanobiotechnoR@2;20(1):426.

301. Ashimova A, Yegorov S, Negmetzhanov B, Hortelano G. Cell Encapsulation Within Alginate
Microcapsules: Immunological Challenges and Outlook. Front Bioeng Biotechnol. 2019;7:380.

302. Lindblad R. Regulation of cell product manufacturing and delivery: a United States
perspective. Springer; 2009.

303. Bauer SR. Stem célhsed products in medicine: FDA Regulatory Considerations.
Handbook of stem cells. 2007:805.

304. Gramlich OW, Burand AJ, Brown AJ, Deutsch RJ, Kuehn MH, Ankrum JA. Cryopreserved

Mesenchymal Stromal Cells Maintain Potency in a Retinal Ischemia/Reperfusion Injury Model:
Toward an ofthe-shelf Therapy. Scientific reports. 2016;6:26463.

185



