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Résumé

Plusieurs maladies sont 4 l'origine de désordres urétraux. Pour traiter ces troubles, des bioma-
tériaux acellulaires ou des tissus non-urologiques natifs sont utilisés mais ménent réguliérement i
des complications post-opératoires. Dans le cadre de mon projet de maitrise, nous avons évalué la
faisabilité de produire, par la méthode d’auto-assemblage, un modéle tubulaire urétral autologue.
Par la suite, nous avons regardé la possibilité d’adapter I’équivalent reconstruit au modéle animal
choisi, soit le porc, puisque son systéme urinaire est physiologiquement similaire & celui de I’humain.
Pour atteindre le premier objectif, un modéle tubulaire urétral constitué de cellules humaines fut
élaboré. S’en est suivi une caractérisation pour évaluer sa fonctionnalité et sa viabilité. Ensuite, pour
atteindre notre deuxiéme but, des tests préliminaires pour établir et déterminer les paramétres opti-
maux de culture furent réalisés pour produire un feuillet & partir de fibroblastes porcins. En résumé,
I'équivalent urétral développé dans notre laboratoire est un modéle innovateur dans le domaine de
la reconstruction urologique. La production d’un feuillet avec des fibroblastes de porc est une étape
importante qui va permettre de compléter le modeéle urologique autologue porcin et de passer aux

tests précliniques chez le porc.
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Chapitre 1

Introduction

1.1 Notions théoriques

1.1.1 Le systéme urinaire

Le systéme urinaire joue un réle primordial dans le maintien de I’homéostasie du corps humain.
Il est constitué des reins, des uretéres, de la vessie, et de I'urétre (Figure 1.1). Chez ’homme, on
retrouve en plus la prostate. Les reins possédent de nombreuses fonctions dont beaucoup sont liées a la
filtration du sang et a I'excrétion de I'urine. Ils assurent I’équilibre et la consistance des composantes
sanguines en agissant sur la tension osmotique, la balance acido-basique et hydro-électrolytique.
L’urine qui est produite est composée de déchets métaboliques, azotés et exogénes, ce qui en fait
un liquide biologique toxique pour les cellules et les structures protéiques. Elle est drainée par les
uretéres jusqu’a la vessie, un réservoir naturel de forme sphérique, ot elle s’accumule. Lors de la

miction, elle est évacuée hors de 'organisme par I'urétre (Bronchti 2005).

1.1.2 L’urétre

Le role de I'urétre est de conduire 1'urine du col de la vessie jusqu’a 'extérieur de I'organisme sous
le contréle de deux sphincters, le sphincter urétral interne qui est formé de muscles lisses provenant
des fibres musculaires du muscle détrusor de la vessie et qui est contrélé par le systéme nerveux
autonome (SNA). Suit le sphincter externe, strié du périnée, qui est constitué de muscle squelettique
et est contrdlé par le systéme nerveux central (SNC) (Adé-Damilano 2006).
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Figure 1.1 — Représentation schématique du systéme urinaire chez la femme et ’homme.
A) Reins. B) Uretéres. C) Vessie. D) Urétre. E) Prostate. (©LOEX).

Pour ce qui est de la structure de 'urétre (Figure 1.2), il est constitué d’une couche de cellules
musculaires lisses entourées de tissu conjonctif intrafasciculaire. Au-dessus, se trouve la lamina pro-
pria qui renferme des fibroblastes, des microcapillaires et des fibres de collagéne, principalement de
type I et II1. Ensuite, sur la lame basale, repose 'urothélium (McCarthy et al. 2003). Cet urothélium
est un épithélium pseudostratifié transitionnel. Il crée une barriére imperméable qui a pour réle de
protéger les couches inférieures sensibles a la toxicité de I'urine. L'urothélium posséde un cycle de
rotation cellulaire de 200 jours et est une défense encore plus efficace que I'épiderme de la peau. Il
est composée de cellules basales qui sont les précurseurs des cellules intermédiaires et des cellules
superficielles surnommées les cellules parapluies a cause de leur forme comparable (Figure 1.3). Ces
cellules superficielles sont caractérisées par la présence d’une membrane apicale asymétrique spéciali-
sée, laquelle est un arrangement par interactions spécifiques de protéines d’uroplakines, pour former
une cloison protectrice 4 la surface apicale. Il est important de noter que 'organisation de 1'uropla-
kine est par conséquent le marqueur de différenciation de 1'urothélium (Veranic et al. 2004; Turner
et al. 2008; Wu et al. 2009).
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Figure 1.2 - Représentation schématique de la structure de I’urétre. (©LOEX).

Figure 1.3 — Représentation schématique de ’'urothélium. A) Les cellules basales. B) Les
cellules intermédiaires. C) Les cellules superficielles aussi connues sous le nom de cellules parapluies.
(©LOEX).
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Par contre, il faut prendre en compte que 1'urothélium retrouvé tout au long des voies urinaires
différe au niveau biochimique et de son ultra-structure selon le site anatomique, & cause des diver-
gences intrinséques acquises durant le développement. Donc I'urothélium est divisé en trois sections
cellulaires particuliéres dont la premiére tapisse le systéme collecteur rénal (calices et bassinet) et
I'uretére, la deuxiéme est la vessie et la troisiéme couvre le col de la vessie et 'urétre proximal. Cette
adaptation cellulaire est expliquée par leur origine embryonnaire distinct. L'urothélium provenant
du pelvis rénal et de 'uretére dérive du mésoderme tandis que celui de la vessie et de I'urétre proxi-
mal découle du feuillet embryonnaire interne, I'endoderme (Batourina et al. 2005; Liang et al. 2005;
Viana et al. 2007; Wu et al. 2009). Cette dérivation embryonnaire explique également la transition
épithéliale retrouvée histologiquement au niveau du conduit urétral aussi bien chez I'homme que chez

la femme.

Histologiquement, 1'urétre est composé de 3 couches : la muqueuse, la musculeuse lisse et 1’ad-
ventice. Comme il est possible de le voir dans la Figure 1.1, la longueur urétrale différe chez ’homme
et la femme, ce qui engendre des différences au niveau de son organisation. Chez '’homme, I'urétre
fait environ 20 cm de longueur et est constitué de 3 sections. La section prostatique part de la ves-
sie et passe dans la prostate. Elle mesure environ 4 cm et est tapissée d’un urothélium. L’urétre
membraneux traverse les muscles du périnée, mesure environ 1 cm et est recouvert d’un épithélium
cylindrique stratifié. Dans les deux premiéres sections, on retrouve une musculeuse constituée d'une
couche longitudinale interne épaisse et d’'une couche circulaire externe plus fine. La partie spongieuse
quant a elle mesure environ 15 cm et est tapissée d’un épithélium cylindrique bistratifié. Chez la
femme, I'urétre mesure environ 3 cm et contrairement & I’homme est formé de 2 sections. Le premier
tiers dit proximal est bordé d’un urothélium et posséde une musculeuse lisse composée d’'une couche
longitudinale interne épaisse et d’une couche circulaire externe plus fine. Le deux tiers distaux sont
recouvert d’un épithélium cylindrique pluristratifié (Bronchti 2005; Adé-Damilano 2006). Egalement,
I'urétre chez la femme est mobile et lorsque son angle de déplacement est en continuel changement,
une hypermobilité est retrouvée ce qui peut causer des problémes d’incontinence urinaire (Di Pietto

et al. 2008).
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1.1.3 Pathologies de 'urétre

Plusieurs pathologies peuvent causer des désordres urétraux tels le diverticule urétral congénital,
I’absence congénitale du pénis, le micropénis, 1’atrésie urétrale et le cancer. Mais pour aider & la

compréhension, nous ne nous concentrerons que sur les malformations et maladies suivantes.

L’épispadias est une malformation congénitale de la portion distale de l'urétre dans laquelle le
méat urinaire, 'orifice externe de 'urétre, s’ouvre sur la face dorsale du pénis. Sa prévalence chez
le nouveau-né masculin est de 1 sur 117 000 et parmis le nouveau-né féminin elle est de 1 sur 484
000. Cette anomalie rare s’associe presque toujours & une exstrophie de la vessie qui est elle un peu
plus fréquente (1 sur 35 000). Le traitement fait appel a la reconstruction en plusieurs phases de la
vessie, du sphincter urétral, de I'urétre et du pénis. Des séquelles telles 'incontinence urinaire et des
fonctions sexuelles perturbées sont fréquemment observées. L’hypospadias, quant & lui, est également
une malformation congénitale de la portion distale de I'urétre ou le méat urinaire s’ouvre cette fois
sur la face ventrale du pénis. Sa prévalence chez le nouveau-né masculin est plus élevée soit de 1
sur 250 (Campbell et al. 2007). Une reconstruction en plusieurs phases est parfois nécessaire pour
retrouver la pleine longueur de I'urétre lorsque le méat est proximal, comme il est représenté dans la

Figure 1.4 (Larousse 2004).

La fistule est une anomalie d’origine pathologique ou congénitale caractérisée par la formation
d’un canal qui communique avec une glande ou cavité naturelle et permet de déverser au-dehors
leurs sécrétions ou contenu. Dans la Figure 1.5, il est possible de voir les différents types de fistules
retrouvées au niveau génito-urinaire chez la femme. Pour corriger le probléme, une intervention

chirurgicale sera nécessaire (Larousse 2004) .

La sténose urétrale est le rétrécissement pathologique de la portion proximale ou distale de I'urétre
qui peut étre d’origine congénitale, inflammatoire ou traumatique (Figure 1.6). Cette maladie peut
étre retrouvée a tout age et survient le plus souvent de l'urétre bulbaire (Figure 1.6, numéro 3).
Plusieurs traitements peuvent étre employés pour corriger la sténose comme la dilatation urétrale
simple & I'aide de sondes calibrées, 'urétrotomie interne endoscopique, I'urétroplastie ou la mise

en place par voie endoscopique d'une prothése temporaire ou permanente. Si la sténose récidive,
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2a0AM. Inc

Figure 1.4 - Représentation schématique de I’hypospadias avant et aprés correction
chirurgicale. Figure adaptée de wuw. adams. com.

Vesicouterine

Figure 1.5 — Représentation schématique des fistules génito-urinaires chez la femme.
Figure adaptée de wunw. medical-dictionary. thefreedictionnary. com/ fistula.
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le traitement doit étre répété et si elle s’aggrave une rectification chirurgicale doit étre effectuée
(Larousse 2004) .

i L (2]
Différentes sténoses urétrales Alrer

retrouvé chez '’homme = ==~

Sténose Méatique Sténose de l'urétre

Sténose bulbaire
de lurétre

Faux passage Spincter spastique
prostatique urétral de la vessie

Figure 1.6 — Représentation schématique des différentes sténoses urétrales. Figure adapté
de wuw. manfred-sauer. co. uk/ igcath. as.

1.2 Traitements des défauts urétraux

Pour traiter ces désordres urétraux, la reconstruction chirurgicale est nécessaire. Pour I'instant,
les urologues ont recours aux tissus non urologiques, mais d’autres matériaux tels les matrices de

tissus acellulaires et les polymeéres synthétiques sont étudiés comme solutions de remplacement.

1.2.1 Tissus natifs non urologiques : le début du génie tissulaire en uro-

logie

Plusieurs tissus non urologiques furent utilisés pour la reconstruction urétrale dont I’uretére en

1909 (Schmieden 1909), la veine saphéne en 1910 (Tuffier 1910) et I’appendice en 1911 (Lexer 1911).
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La peau fut employée pour la premiére fois en 1914 (Nové-Josserand 1914) sous forme d’épaisseur
partielle et roulée en forme de tube. Par contre, les résultats obtenus n’étant pas ceux attendus,
attribuables a la contraction du greffon, ce type de tissu fut abandonné jusqu’en 1941 (Humby 1941)
alors que fut rapportée I'utilisation de la peau pleine épaisseur provenant de la région génitale. Par
la suite, en 1948 (Mc Indoe 1948), une greffe de peau d’épaisseur partielle fut utilisée. Cette fois-ci
pour obtenir le greffon, le patient dut porter un dilatateur sous la peau pendant 6 mois pour bien
séparer la peau avant le prélévement. La méme année, une reconstruction urétrale avec de la peau

pleine épaisseur a également été employée (Young et Benjamin 1948; Vyas et al. 1987).

Deux types d’épaisseurs sont utilisés lors du prélévement de la peau a des fins d’urétroplastie,
soit pleine ou partielle. Pour ce qui est de I'utilisation de la peau pleine épaisseur, plusieurs sites
donneurs furent étudiés pour leurs différentes caractéristiques comme la peau du prépuce, de la
région supraclaviculaire, de 'intérieur de I'avant-bras, de la fesse ou de la cuisse (Devine et Horton
1977; Hanna 1983; Hendren et Crooks 1980; Shapiro 1984). Pour l'instant, la peau du pénis et du
prépuce reste le type de peau le plus utilisé par les chirurgiens, puisqu’elle est plus souple, moins
épaisse que les autres sites donneurs (Vyas et al. 1987) et I’absence de poils de ces deux sites diminue
la probabilité de complications aprés la reconstruction de I'urétre. En général, de bons résultats en
urétroplastie furent obtenus lors de son emploi, par contre des complications postchirurgicales sont
tout de méme retrouvées. Le prélévement de la peau peut laisser des plaies non esthétiques aussi
bien au site de prélévement qu’au site de I'urétroplastie. Tandis qu’au site de reconstruction, des
complications comme des fistules ou des sténoses récurrentes en plus d’'une maladie inflammatoire
de la peau dans la région génitale, Balanitis Xerotica Obliterans, peuvent apparaitre. De plus, la
croissance des poils dans la lumiére de 'urétre reconstruit, provenant de la peau prélevée, avec
ou sans concrétion et la contraction du greffon furent observés. Pour ce qui est de l'utilisation de
peau d’épaisseur partielle, une diminution de la tendance a se contracter fut montrée, mais survient
tout de méme un manque adéquat de la résilience et de la force du tissu (Markiewicz et al. 2007).
Actuellement, la peau du prépuce est considérée comme ’étalon or pour 1'urétroplastie, mais quand
ce type de peau n’est pas disponible a la suite d’une intervention antérieure, une circoncision, la
présence de cicatrice ou bien pour un défaut urétral plus long, d’autres types de tissus vont étre

nécessaires pour la reconstruction urétrale (Theodorescu et al. 1998).
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Le premier article suggérant l'utilisation de la muqueuse orale pour l'urétroplastie est paru en
1941 (Humby 1941). Par contre, dii & de mauvais résultats, ce type de tissu ne fut réutilisé qu’en 1992
(Burger et al. 1992) alors qu'il fut réintroduit comme étant un type de tissu supplémentaire disponible
pour la reconstruction urétrale. Dans la littérature, les deux sites les plus utilisés pour le prélévement
de la muqueuse orale sont la muqueuse buccale et la muqueuse labiale de la lévre inférieure. Ainsi,
quand la peau de la région génitale n’est pas disponible, la muqueuse orale est une bonne alternative,
car elle est facilement accessible, exempte de poil et elle est présente en abondance méme chez I’adulte.
En plus, elle posséde des propriétés qui sont intéressantes telle ’élasticité, une sous-muqueuse trés
vascularisée, une couche muqueuse épaisse, mais parfois trop épaisse, et une tolérance a une exposition
aussi bien a I'air qu’aux liquides (Caldamone et al. 1998). Egalement, I’utilisation de la muqueuse orale
évite les désavantages esthétiques en plus des conséquences retrouvées lors du prélévement de la peau
pénienne (Barbagli et Lazzeri 2006). La morbidité associée a ce type de tissu est la douleur, I'inconfort,
I'ouverture limitée de la bouche, un défaut neurosensitif et une modification du débit salivaire si les
canaux excréteurs sont touchés par la dissection. Ces complications sont temporaires, allant d’un
a plusieurs mois, dépendant d’ou la muqueuse orale fut prélevée. Les complications postopératoires
liées a la reconstruction urétrale sont encore la formation de fistules et de sténoses de 'urétre ou du
méat (Barbagli et Lazzeri 2006; Markiewicz et al. 2007, 2008). Une étude a comparé 'utilisation de
la muqueuse orale & la peau pénienne et dans 1’ensemble un taux de réussite similaire fut obtenu sans
différence significative. En conclusion, les deux types de tissus furent déclarés d’excellents matériaux

(Alsikafi NF 2005) et sont considérés les étalons or pour la reconstruction urétrale.

L’utilisation de la muqueuse vésicale quant a elle fut introduite pour 1'urétroplastie en 1947, mais
un taux élevé de complications a retardé son usage clinique jusqu’en 1981 (Coleman et al. 1981) ot
elle fut associée & de bons résultats quand la peau pénienne n’était pas disponible. Les cliniciens
I'ont immédiatement adoptée & cause de sa structure similaire a celle de 'urétre. Par contre, les
désavantages de I'utilisation de ce type de tissu proviennent de la procédure de prélévement qui est
techniquement complexe puisqu’une incision abdominale est requise en plus d’entrainer une cicatrice
et de la douleur. Les principales complications suivant la reconstruction urétrale sont un prolapsus
muqueux et la sténose du méat (Vyas et al. 1987, Markiewicz et al. 2007). Pour surmonter ces
complications, une combinaison de 1'utilisation de la peau du prépuce ou du pénis avec la muqueuse
vésicale fut étudiée (Duffy et al. 1988). Une diminution des sténoses du méat fut observée, mais

aucune étude de suivi sur cette combinaison ne fut retrouvée dans la littérature par la suite.



Chapitre 1. Introduction 10

Chez la femme, la sténose urétrale ou la fistule sont peu fréquente et elles sont liées & des problémes
d’incontinence (McKinney 1979). Lorsqu’une reconstruction urétrale est nécessaire la muqueuse vagi-
nale fut utilisée (Brannan 1951). Les principaux avantages de I'utilisation de ce tissu sont similaires
a la muqueuse orale puisqu’il est facilement prélevé, exempt de poil, élastique, naturellement hu-
mide et il y a absence de plaie non esthétique. En général, de bons résultats furent obtenus et les

complications postopératoires rapportées sont limitées (Tsivian et Sidi 2006).

D’autres tissus non urologiques pour l'urétroplastie ont également été étudiés lors de situations
spécifiques ou quand les étalons or ne sont pas disponibles. En 1967, la tunica vaginalis qui entoure
les testicules fut rapportée pour la premiére fois dans une étude expérimentale (Ariyoshi 1967). Ce
tissu fut préconisé, car il est facilement disponible en plus d’étre simple a prélever et a utiliser.
D’autres avantages, telle une absence de poil, une trés bonne vascularisation du tissu en plus d’'une
tension satisfaisante ainsi que de bonnes propriétés physiques qui résultent en une meilleure réten-
tion des sutures furent rapportés. Au fil des années, la tunica vaginalis fut utilisée dans des études
expérimentales pour des techniques opératoires d’urétroplastie (Talja et al. 1987; Khoury et al. 1989;
Calado et al. 2005) et en général de bons résultats furent observés. En 1998, une équipe de recherche
a étudié la forme optimale pour I'utilisation de lambeau de tunica vaginalis en comparant la forme
de greffe par apposition a la forme tubulaire sur un modéle de lapin New Zealand avec un groupe
contrdle. Dans la littérature, le lapin New Zealand est le modéle d’étude animale standard utilisé
pour la reconstruction urétrale. A la suite de cette étude, les auteurs ont conclu que la forme de
greffe par apposition de lambeau était plus adéquate que la forme en tube pour la reconstruction
a long terme parce qu’elle est mieux vascularisée car moins de complications furent observées, mais
sans plus de conclusion convaincante (Theodorescu et al. 1998). En 2009, une autre étude a combiné
I'utilisation de la tunica vaginalis avec un lambeau d’ilots de prépuce, pour une période de 12 se-
maines sur un modéle de lapin, pour surmonter les complications retrouvées avec I'utilisation de la
tunica vaginalis seule (Leslie et al. 2009). Méme combiné avec la peau de prépuce, des complications
au site de reconstruction tels la fistule et le diverticule urétral sont survenus. Cliniquement, 1'usage
de la tunica vaginalis fut évalué dans deux études possédant des conclusions différentes. La premiére
équipe a trouvé que ce tissu est utile surtout lors de cas de reconstruction difficile pourvu qu'il ne
soit pas exposé & l'air (Snow et Cartwright 1992)et la deuxiéme équipe n’a trouvé aucun avantage
a son utilisation, sous forme de greffe en apposition, pour la réparation de la section proximale de

l'urétre di & un taux élevé de sténose (Joseph et Perez 1999). Aujourd’hui, la tunica vaginalis est
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utilisée pour recouvrir la section urétrale reconstruite dans le but de la protéger. Un autre type de
tissu, la veine autologue, a également été utilisé lors d’une étude expérimentale sur un modéle de
lapin cependant aucun résultat concluant n’en est ressorti (Kahveci et al. 1995). Plus récemment, la
muqueuse du colon fut suggérée lors de remplacement urétral dans le cas de sténose urétrale longue et
complexe. Le tissu fut étudié sur un modéle canin et utilisé chez ’homme avec relativement de bons
résultats. Les principales complications retrouvées au site de prélévement n’ont pas été décrites, mais
au site de reconstruction, la sténose du méat, la sténose de la section bulbaire ou bulbomembraneuse
de V'urétre au site anastomotique fut observée avec un faible taux de complication (Xu et al. 2003,

2004, 2009).

1.2.2 Matrices de tissus acellulaires

Les matrices de tissus acellulaires sont obtenues de tissus natifs décellularisés et stérilisés. Par
conséquent, elles sont naturellement biocompatibles et biodégradables ce qui représente un atout
important comme support de substitution. Plusieurs méthodes sont utilisées pour effectuer leur
préparation (Rosario et al. 2008), mais en général les grandes lignes consistent en un délaminage
mécanique du tissu suivi par un traitement enzymatique consistant en une solution hypotonique
pour détruire les résidus cellulaires et finalement en une stérilisation avec 'oxyde d’éthyléne ou I'acide
péracétique. Ce type de substitut a 'avantage de posséder des propriétés mécaniques et biochimiques
comparables au tissu natif qui doit étre remplacé. Effectivement, la procédure de traitement permet
de préserver ’environnement tridimensionnel favorable a l'infiltration, la migration et la prolifération
cellulaire & I'intérieur de celui-ci (Sutherland et al. 1996; Farhat et al. 2008). Un coup les cellules
infiltrées, elles peuvent avoir une organisation et une différentiation adéquate pour produire leur
propre matrice extracellulaire durant la résorption du substitut. Par contre cet environnement n’est
pas en conformité avec I’architecture physiologique. En fait, ces modéles acellulaires ne peuvent pas
étre identiques puisque le traitement mécanique et chimique pour 1’acellularisation du tissu détériore
inévitablement la composition et 1'organisation des protéines de la matrice (Brown et al. 2002). Par
contre, il ne faut pas oublier que les protéines sont sujettes a se déplier ce qui peut étre causé par une
augmentation de la température, un contact avec d’autres éléments biophysique dénaturants, comme

le pH, ou des agents biochimiques, comme I'urée. Par conséquent, une diminution de I'élasticité et de
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la résistance mécanique pourrait ne pas permettre la pleine expansion qui est retrouvée avec le tissu
natif. Toutefois, les aptitudes pour supporter la néovascularisation sont préservées (Lantz et al. 1993;
Kajbafzadeh et al. 2007), du moins la présence de cellules endothéliales précurseurs fut observée
aprés la greffe.

Dans la littérature, plusieurs matrices de tissu acellulaire sont appelées matrice de collagéne. Par
exemple la matrice de vessie acellulaire aussi appelée bladder acellular matrix graft (BAMG). Le
principal avantage de se servir du BAMG pour la reconstruction urétrale, comme d’autres types
de tissus acellulaires, est qu’il s’agit d’'un matériel déja disponible sur le marché prét a 'avance
pour utilisation, ce qui évite toute chirurgie supplémentaire comme retrouvée pour le prélévement
des tissus non urologiques. Ainsi, il y a diminution du temps opératoire, puisque le tissu peut étre
préparé en grande quantité en laboratoire et peut étre entreposé jusqu’a son utilisation (Chen et al.
1999; De Filippo et al. 2002). Plusieurs études furent effectuées sur I'utilisation de ce type de matériel
avec ou sans la présence de cellules. Une premiére étude fut effectuée avec du BAMG xénogénique de
source porcine sur un modéle de lapin sous forme de greffe par apposition pour une période de 6 mois.
Le but des auteurs était d’évaluer si I'utilisation de BAMG était appropriée pour la reconstruction
urétrale sur un modéle animal (Chen et al. 1999). Les résultats ont démontré que son utilisation
était convenable puisqu’il n’y a pas eu d’évidence d’infection, de rejet du greffon, de fistule ou de
formation de lithiase (calcification, pierre). En 2003, une étude fut effectuée sur 28 patients adultes
avec du BAMG allogénique provenant de tissu vésical prélevé sur des cadavres humains (El-Kassaby
et al. 2003). Ces patients furent suivis sur une période de 36 & 48 mois aprés I'opération et de
bons résultats furent observés puisque seulement 4 fistules sont survenues. Finalement, une autre
étude fut effectuée avec du BAMG xénogénique de source porcine sous forme de tube utilisé sur
un modele de lapin durant 1 mois et des résultats opposés furent rapportés (Dorin et al. 2008). Le
but de cette étude était de déterminer s’il y avait une limite de longueur maximale pour le défaut
urétral dans lequel I'utilisation de matrice acellulaire peut étre suffisante pour le remplacement. Leurs
résultats ont montré que 1'utilisation de BAMG sans cellule sous forme tubulaire peut étre utilisée
avec succes lors de la réparation d’un court défaut urétral de moins de 0,5 cm. Egalement, il a bien été
documenté que la ré-anastomose primaire, sans greffe interposée, a cette longueur est trés efficace.
Alors il semblerait que cette information limite la valeur potentielle de 1'utilisation du greffon de
matrice acellulaire sous forme tubulaire. Cette étude suggére que les défauts urétraux de plus de

1 cm nécessitent I'ajout de cellules dans la matrice acellulaire pour permettre une croissance saine
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du tissu urétral en plus d’éviter la formation de fistule et d’autres complications. Egalement, cette
étude met ’emphase sur la divergence observée au cours de la derniére décennie dans la littérature a
I’égard du succeés de I'utilisation de matrices acellulaires sur de petits animaux pour la reconstruction

urétrale et de ’échec de ceux-ci sur de plus gros animaux et chez I’humain (Dorin et al. 2008).

A cause de ces problémes, des études ont commencé & rapporter I'importance d’ensemencer des
cellules sur le BAMG pour la reconstruction urétrale. Ces études furent effectuées avec du BAMG,
xénogénique ou allogénique, ensemencé de cellules et furent comparés au controle de BAMG sans
cellule. Une premiére étude a utilisé du BAMG xénogénique de source porcine sous forme tubulaire
ensemencée avec des cellules urothéliales et musculaires lisses extraites de vessies de lapins New
Zealand et implantée dans un modéle de lapin pendant 6 mois. Les résultats ont montré que 1'usage
de BAMG ensemencé de cellules provenant d’un tissu vésical peut étre utilisé pour un remplacement
tubulaire tandis que le BAMG seul méne & une pauvre formation de tissu et a& Papparition de
sténose (De Filippo et al. 2002). Une autre étude avec un modeéle allogénique consistant a 1'utilisation
de BAMG ensemencé de cellules épithéliales extraites de lapin New Zealand fut effectuée avec le
méme modéle animal pendant 6 mois. Les résultats obtenus sont similaires 4 I’étude précédente,
soit que l'utilisation de BAMG avec ajout de cellules épithéliales donne de meilleurs résultats que le
BAMG sans cellule. Egalement, I'équipe de recherche affirme que Iutilisation des cellules épithéliales
semble adéquate pour remplacer les cellules urothéliales (Fu et al. 2007). Par contre, le probléme
est que 6 mois aprés la reconstruction, les cellules épithéliales ont gardé leurs formes structurales au
lieu d’acquérir la structure transitionnelle caractéristique aux cellules urothéliales. Une autre étude
fut effectuée avec du BAMG allogénique sur un modéle de lapin durant 6 mois, mais cette fois-ci
I'équipe de recherche a ensemencé des kératinocytes extraits de la muqueuse orale. Leurs résultats
montrent que les kératinocytes oraux ont une bonne biocompatibilité avec le BAMG et reconfirment
les résultats des études précédentes soit que I'utilisation de BAMG avec cellules est supérieure au
BAMG sans cellule (Li et al. 2008a,b). Néanmoins, comme dans 1’étude avec les cellules épithéliales,
les kératinocytes oraux ont conservé leur structure d’épithélium squameux stratifié au lieu d’acquérir
la forme transitionnelle des cellules urothéliales, méme 6 mois aprés I'intervention. En conclusion, le
BAMG ensemencé de cellules semble permettre la régénération du tissu a travers le défaut urétral

et elle maintient 1’écoulement de 1'urine sans obstruer la lumiére de 'urétre. Par contre, le choix du
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type cellulaire est primordial pour retrouver une structure épithéliale similaire & ce qui est observé

dans l'urétre natif et non un autre type d’épithélium.

Pour la reconstruction urétrale, d’autres tissus furent étudiés comme greffon de matrice acellulaire.
La sous-muqueuse du petit intestin connu commercialement sous le nom de small intestinal submucosa
(SIS) (SIS (©, Cook biotech, West Lafayette, IN, E-U) a premiérement été suggérée puisqu’elle a été
montré dans une variété d’organes qu’elle peut promouvoir la régénération spécifique du tissu. Le
SIS est composé de mailles de collagéne avec différents facteurs de croissance intrinséques, tels les
cytokines, les protéines structurales, les glycoprotéines et les protéoglycans, qui vont pouvoir assister
la migration aussi bien que la prolifération et la différenciation cellulaire durant le processus de
régénération (Voytik-Harbin et al. 1997; Colvert et al. 2002). Les avantages d’utiliser ce type de tissu
sont similaires 4 la matrice BAMG. Une étude pilote fut effectuée avec du SIS xénogénique de source
porcine sur un modéle de lapin pendant une période de 3 mois. Le but était d’évaluer la pertinence
d’utiliser des piéces de SIS en greffe apposée en urétroplastie et sa faisabilité (Kropp et al. 1998),
par contre I’étude fut effectuée sur un court terme et aucun suivi ne fut fait par la suite. Egalement,
I'utilisation d’urétre acellulaire homologue fut suggérée pour la reconstruction urétrale. L’avantage
de prendre 'urétre acellularisé vient du fait que la matrice est identique 4 celle de 'urétre puisqu’elle
provient du méme tissu. Alors, les différents facteurs de croissance intrinséques (les cytokines, les
protéines structurales, les glycoprotéines et les protéoglycans) sont identiques. Aussi, ce tissu permet
une intervention en une seule phase puisqu’il est de méme forme et dimension que 1'urétre qui doit
étre remplacé. Une équipe de recherche s’est intéressée a I'utilisation de ce tissu homologue acellulaire
a des fins d’urétroplastie sur un modéle de lapin sur une période de 8 mois (Sievert et al. 2000). Ils ont
fait une étude compléte des différents paramétres concernant la prise du greffon, la revascularisation,
les changements observés lors de la régénération et I'amélioration fonctionnelle du greffon dans le
temps. Leurs résultats ont démontré une régénération aussi bien fonctionnelle qu’histologique de la
matrice d’urétre homologue acellulaire. Une autre équipe a fait une étude similaire. Leur but était
le méme, mais sur une période de 6 mois au lieu de 8 (Hu et al. 2008). Par contre, les résultats de
cette étude ne sont pas aussi convaincants que I'étude précédente, mais sont tout de méme similaires.
Par la suite, la matrice d’aorte acellularisée fut étudiée. L’objectif de cette équipe de recherche était
de créer un modéle expérimental de défaut urétral et de le réparer en utilisant comme substitut un
greffon de matrice aortique acellulaire allogénique (Parnigotto et al. 2000). Les avantages d’utiliser ce

type de tissu acellulaire proviennent de sa structure initiale qui est déja de forme tubulaire et posséde
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les dimensions appropriées pour permettre son application directe. Le chirurgien peut donc décider
de la longueur du défaut en plus de la taille de 'urétre a reconstruire. En général, ils ont obtenu de

bons résultats aprés 12 mois, mais aucun suivi n’est retrouvé par la suite dans la littérature.

Par contre, méme si ce type de substitut est une approche intéressante, des réactions immunitaires
suite 4 leurs implantations sont retrouvées dues aux protéines cytoplasmiques et aux membranes
cellulaires toujours présentes dans les matrices acellulaires, méme aprés les différents traitements
pour décellulariser le tissu. De plus, la réaction du systéme immunitaire face a la dégradation et
la présence au long terme de ces tissus sont trés mal connues et des études seront nécessaires pour

améliorer les connaissances sur ces sujets trés importants (Badylak et Gilbert 2008).

1.2.3 Polymeéres synthétiques

Plusieurs polymeéres synthétiquesfurent étudiés au cours des années, seuls ou avec ajout de cellules,
pour renforcer le support du matériel. Les principaux avantages d’utiliser des polyméres synthétiques
sont, qu’ils diminuent les réactions inflammatoires et autres effets secondaires, qu’ils soient biodégra-
dables et qu’ils éliminent le risque de croissance de poil ou sa formation dans la lumiére de 1'urétre,
retrouvé avec les greffes de peaux avec poils. Egalement, puisque c’est un matériel dit artificiel, cela
élimine les complications au site de prélévement. De plus, il est possible de jouer sur les différentes
propriétés du polymére comme sa porosité, sa longueur et son diameétre nécessaire pour l'urétro-
plastie (Olsen et al. 1992). A la fin des années 1970, certains alloplastiques furent étudiés pour la
reconstruction urétrale tels le Silicone, le Dacron, le Gore-Tex et le Teflon sans grand succes sur le
chien et ’humain (Gilbaugh et al. 1969; Court et al. 1971, 1973; Hakky 1977). Les résultats obtenus
n'ont pas été fructueux et ces matériaux ont mené a des complications postopératoires comme des
fistules et des hématomes périurétraux (Dreikorn et al. 1979). Avec I’évolution de la technologie,
de nouveaux polyméres sont apparus et furent étudiés pour 'urétroplastie. En 1992, un tube formé
d’acide polyhydroxybutyrique (PHB) revétu a I'intérieur d’acide polyglycolique (PGA), fut testé sur
un modéle de chien durant 12 mois. Aprés 8 mois, le polymére avait complétement disparu et la
lumiére de l'urétre était plus grande que la normale, mais aucune complication ne fut rapportée (Ol-

sen et al. 1992). Les résultats obtenus sont intéressants, mais seulement basés sur des observations
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macroscopiques et histologiques. De plus, aucun suivi ne fut fait par la suite. En 1997, une équipe de
recherche a suggéré 'utilisation de guide & implant pour corriger les courts défauts urétraux. Ils ont
fait une étude pilote sur un nouveau polymére biodégradable et hautement biocompatible, le benzyle
ester hyaluronane (Hyaff-11) sur un modéle de lapin pendant 1 mois. Le guide & implant fut comparé
4 deux groupes contréles, soit un groupe utilisant un guide de silicone et un contréle négatif. Les
principaux avantages de Hyaff-11, résident dans son inertie, sa possibilité de produire un dispositif
avec un taux variable de biodégradation, son profil favorable de toxicité et de biocompatibilité, ses
propriétés de protéger les tissus délicats et son potentiel de guérison de plaie. Dans cette étude pilote,
aucune complication ne fut observée a I’exception du site de suture ol une microfistule est apparue.
En histologie, I'utilisation d’Hyaff-11 semble promouvoir la prolifération des cellules urothéliales en
forme cuboidal en opposition a ce qui fut retrouvé avec le guide de silicone, ou il y a eu régression
de ces cellules en épithélium squameux (Italiano et al. 1997). Aucun suivi ne fut effectué par la suite

avec ce type de matériel pour I'urétroplastie.

Plus récemment, une équipe de recherche a étudié I'utilisation d’une prothése composée d’acide
polyglycolique (PGA) revétue avec une solution d’acide polylactique-co-glycolique (PLGA) et ense-
mencé avec des chondrocytes d’origine bovine (Amiel et al. 2001). Les auteurs ont comparé le modéle
en condition statique in vitro, dans un bioréacteur et in vivo. Le modeéle fut implanté sous-cutanées
dans des souris athymiques, pendant 4 et 10 semaines. La capacité d’implanter des chondrocytes
dans le tractus génito-urinaire fut démontrée dans la littérature pour le traitement du reflux vésico-
urétéral (Atala et al. 1993, 1994; Diamond et Caldamone 1999), de I'incontinence urinaire (Atala
et al. 1994) et I'installation de prothése pénienne (Yoo et al. 1998, 1999). L’objectif de cette étude
était d’utiliser des chondrocytes autologues pour obtenir un modéle biocompatible. En général, de
bons résultats furent obtenus, mais des études sur le long terme doivent étre faites sur des modeéles
animaux. Egalement, les effets toxiques provenant de I'urine sur le modéle n’ont pas été regardés.
Une autre équipe de recherche a étudié 'usage de polymeéres synthétiques avec cellules sur un modéle
de lapin durant 24 semaines (Fu et al. 2009). Les auteurs ont utilisé une prothése composée d’acide
poly-L-polylactique (PLLA) ensemencée de cellules urothéliales autologues provenant de I'urétre. Ils
ont utilisé le PLLA car il posséde une force mécanique en section transversale satisfaisante et une
flexibilité longitudinale modérée, ce qui rend plus facile ’adaptation de ’expansion du polymére, ce
qui permet d’assurer le support pour I'urétre et empécher son effondrement. La structure du polymére

fournit aussi un bon environnement pour 'adhésion cellulaire. Aprés 12 semaines, le polymére était



Chapitre 1. Introduction 17

dégradé et aprés 24 semaines, les cellules s’étaient implantées avec succés puisqu’elles ont survécu
et se sont bien régénérées. Cependant, cette étude reste tout de méme sur un court terme. Comme
pour les autres matrices de tissus acellulaires, 1'utilisation de cellules dans les nouveaux polymeéres
synthétiques aide a prévenir les complications et une meilleure réparation est observée aprés I'urétro-
plastie. Méme avec ces résultats, d’autres matériaux sont choisis en premier et comme il est possible
de le constater, peu d’études furent effectuées pour supporter leur utilisation aprés 12 mois pour la

reconstruction urétrale.

1.3 Mise en situation de la problématique

1.3.1 L’approche autologue : la méthode d’auto-assemblage

Jusqu’a ce jour, I'intégration des substituts décrits précédemment a causé des complications aprés
la reconstruction urétrale. Ceci est expliqué par la dégradation de matériaux biosynthétiques ou
xénogéniques, qui libéreraient des substances non identifiées. Ces derniéres années, le domaine de la
reconstruction d’organes a connu I’émergence de la méthode d’auto-assemblage (Auger et al. 2002) qui
se base sur la capacité des cellules & produire leur propre support matriciel. Cette approche consiste
en la culture cellulaire dans des conditions bien définies en plus de la construction d'un échafaudage
autologue exempt de biomatériaux exogénes. Au Laboratoire d’organogénése expérimentale (LOEX),
la méthode d’auto-assemblage a prouvé ses aptitudes dans la régénération de la peau, de vaisseaux
sanguins et de la cornée (Germain et al. 1993; Auger et al. 1995; Germain et al. 1999; Pouliot et al.
2002; Tremblay et al. 2005), pour la greffe ou ’étude pharmacologique. Les fibroblastes dermiques
sont intéressants puisqu’en présence d’acide ascorbique (Davidson et al. 1997; Chepda et al. 2001), ils
ont la capacité de synthétiser de la matrice extracellulaire de fagon accrue pour ainsi former un feuillet
de collagene. Le feuillet autologue peut ainsi étre superposé ou enroulé pour créer un environnement
tridimensionnel pour la réorganisation de cellules supplémentaires spécifiques de 1'organe reconstruit.
C’est pourquoi notre équipe de recherche travaille & élaborer des tissus urologiques autologues en
étudiant la faisabilité de reproduire la structure physiologique de la muqueuse vésicale et du tube

génito-urinaire.
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1.3.2 Objectif

Au cours du projet de maitrise, une évaluation de la faisabilité de produire un modéle urétral
autologue et viable avec des cellules humaines fut effectuée grace a la méthode d’auto-assemblage.
Par la suite, pour réaliser les tests précliniques chez I’animal, le porc fut choisi étant donné que son
systéme urinaire est similaire & celui de I’humain. Il s’agit également de I'animal de choix pour le
modéle de tissu vésical sur lequel notre équipe de recherche travaille en paralléle. Le plus grand défi
est donc d’obtenir un feuillet avec des fibroblastes de porc puisque, dans la littérature, aucune équipe
de recherche n’y est parvenue.



Chapitre 2

Modéle tubulaire urétral

2.1 Introduction

11 fut discuté dans le chapitre 1 que plusieurs pathologies peuvent causer des désordres urétraux
et que les chirurgiens ont recours a la peau du prépuce, du pénis ou a la muqueuse orale pour corriger
ou reconstruire ces défauts. Egalement, des études sont menées pour trouver des alternatives, comme
les matrices acellulaires ou les polymeéres synthétiques avec ou sans l'ajout de cellules. Par contre,
ces options ménent encore a des complications postopératoires, par exemple la fistule, la sténose ou

la contraction du greffon, en plus de ne pas donner les résultats attendus.

Ainsi, la nécessité de développer d’autres alternatives de traitement et une connaissance plus
approfondie de la biologie cellulaire ont menées vers le génie tissulaire afin de concevoir une solution
thérapeutique. Le besoin clinique de trouver une méthode adéquate et fiable pour le remplacement du
tissu urétral est essentiel. Pour cette raison, la faisabilité de construire un modéle tubulaire urétral
composé entiérement de cellules autologues et de leur propre matrice extracellulaire fut évaluée.
1 fut décidé de débuter avec les cellules humaines parce que leurs conditions de culture les plus
optimales sont déja connues contrairement aux cellules animales qui posent probléme lors de la
culture cellulaire. La construction de ’équivalent fut inspirée de la méthode d’auto-assemblage et du
modéle de 1'équipe vasculaire (L’Heureux et al. 1993; Auger et al. 2002; Tremblay et al. 2005) élaboré
au LOEX et qui consiste a prendre un feuillet de fibroblastes et 4 en faire un tube. Dans ce chapitre,
une caractérisation et une évaluation des propriétés mécaniques de la construction vont permettre
d’évaluer la capacité de la méthode & produire un greffon structurellement adéquat et possédant des
propriétés mécaniques acceptables. En urologie, cette technique est une nouvelle approche qui peut

éventuellement entrainer des changements importants au niveau de la reconstruction urétrale.
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2.2 Matériel et méthodes

2.2.1 Extraction cellulaire

Pour cette étude, 'utilisation des fibroblastes provenant d’une biopsie de peau au lieu d’une
biopsie vésicale fut choisie. Il n’est pas possible lors de I'extraction cellulaire de séparer les fibroblastes
des cellules musculaires lisses et il n'y a pas de marqueur cellulaire adéquat pour indiquer les cellules
musculaires lisses. Un site d’extraction plus simple et plus accessible fut donc utilisé. Ainsi, les
fibroblastes furent extraits (Figure 2.1) d’un prélévement cutané humain de 4 cm par 4 cm. La biopsie
fut rincée 10 fois dans une solution tampon phosphate saline (PBS) contenant 100 U/ml de pénicilline
(Sigma, Qakville, ON, Canada), 25 pg/ml de gentamicine (Schering, Pointe-Claire, QC, Canada) et
0,5 pg/ml de fungizone (Squibb, Montréal, QC, Canada). Ensuite, la biopsie fut coupée en petits
morceaux qui furent placés pour une incubation & 4°C pour 16 heures dans une solution de 500 mg/ml
de thermolysine (Sigma) et tampon 1X d’Hépés (MP Biomedicals, Montréal, QC, Canada) contenant
1 mM de calcium chlorure dihydrate 4 pH 7.4 (CaCl,, Sigma). Aprés I'incubation, la couche épithéliale
fut enlevée de la couche dermique par séparation mécanique. La section dermique fut transférée dans
une unité de trypsination contenant une solution de collagénase H a4 0,125 U/ml (Roche Diasgnostics,
Laval, QC, Canada) pendant 3 heures a 37°C avec agitation. Ensuite, le surnageant fut récupéré et
centrifugé 10 minutes a la température de la piéce et les fibroblastes recueillis furent ensemencés
dans des flacons 75 cm? de culture cellulaire (Falcon ; Becton-Dickinson, Lincon Park, NJ, E-U) avec
du Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Invitrogen, Burlington, ON, Canada) contenant
10% de sérum de veau foetal (SVF) (Invitrogen), 100 U/ml de pénicilline (Sigma) et 25 ug/ml de
gentamicine (Schering). Par la suite, les fibroblastes furent cultivés 4 37°C et 8% de CO, et le milieu

de culture fut changé trois fois par semaine.

Pour ce qui est des cellules urothéliales (Figure 2.2), une biopsie vésicale de 1 ¢cm par 3 cm
fut prélevée d'une vessie compléte et lavée 10 fois dans une solution PBS contenant les mémes
concentrations de pénicilline, de gentamicine et de fungizone que précédemment décrites. Par la suite,
la section supérieure comprenant 1'urothélium fut séparée de la couche musculaire 4 I’aide d'un scalpel

et fut coupée en plus petits morceaux qui furent mis dans une solution thermolysine de 500 mg/ml et
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Figure 2.1 - Représentation schématique de I’extraction des fibroblastes d’une biopsie
cutanée. (©LOEX).

dans les mémes conditions d’incubation que les fibroblastes. Ensuite, les cellules urothéliales furent
séparées par frottement mécanique du tissu et transférées dans une unité de trypsination contenant
de la trypsine-EDTA (Intergen, Toronto, ON, Canada), pour bien dissocier les cellules, et incubées
4 37°C avec agitation pendant 30 minutes. Comme pour les fibroblastes, le surnageant fut récupéré
et centrifugé 10 minutes a la température de la piéce. Les cellules urothéliales recueillies furent
ensemencés dans des flacons 75 ¢cm? de culture cellulaire (Falcon; BD) avec du milieu de culture
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium avec du Ham’s F12 (DH) (Invitrogen) contenent 10% de SVF,
5 pg/ml d’insuline (Sigma), 0,4 pg/ml d’hydrocortisone (Calbiochem, Gibbstown, NJ, E-U), 10~°
M de toxine du choléra (Sigma), 10 ug/ml de facteur de croissance épidermique (EGF) (Austral
Biologicals, San Ramon, CA, E-U), 100 U/ml de pénicilline (Sigma) et 25 ug/ml de gentamicine
(Schering). Egalement, pour fournir une couche nourriciére aux cellules urothéliales, des cellules S3T3
(fibroblastes murins irradiés) furent ensemencées dans les flacons de cultures 4 une concentration
cellulaire de 2x10* cellules/cm?. Aprés I'extraction, les cellules furent cultivées a 37°C et 8% de CO,

et le milieu de culture fut changé trois fois par semaine.
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Figure 2.2 - Représentation schématique de I’extraction des cellules urothéliales d’une
biopsie vésicale. (©LOEX).

2.2.2 Construction du modéle urétral

Pour réaliser le modéle (Figure 2.3), les fibroblastes furent ensemencés dans des plaques géla-
tinées de culture de 500 cm? (Corning Incorporated, Corning, NY, E-U) & une concentration de
1x10* cellules/cm?®. Les fibroblastes furent cultivés 27 jours dans des conditions identiques et dans le
méme milieu de culture que décrit plus haut, mais en ajoutant 50 ug/ml d’acide ascorbique (Sigma).
L’acide ascorbique est un cofacteur qui promeut ’hydroxylation de la proline en hydroxyproline, ce
qui stabilise les monomeres de collagéne présent a l'intérieur de la matrice extracellulaire et permet
Pobtention d'un feuillet manipulable. Au 28¢ jour, le feuillet de fibroblastes formé fut roulé autour
d’'un mandrin de 6,5 mm de diameétre pour constituer un tube, puis mis & maturation pendant 21
jours pour favoriser 'adhésion entre les couches matricielles. Cette fois-ci, le milieu de culture DH
10% SVF (Invitrogen) avec 100 U/ml de pénicilline (Sigma), 25 ug/ml de gentamicine (Schering) et
50 pg/ml d’acide ascorbique (Sigma) fut utilisé. Aprés un total de 49 jours, le mandrin fut enlevé et
une canule fut installée & chacune des extrémités du tube de fibroblastes pour permettre de garder la
lumiére ouverte (Figure 2.6 A). Par la suite, des cellules urothéliales furent décollées du flacon 75 cm?
de culture a l'aide de trypsine (Invitrogen), centrifugées 10 minutes & 1180 rpm & la température
de la piéce et 3 ml de suspension cellulaire & une concentration de 1 million/ml fut ensemencée a
'intérieur du tube de fibroblastes. Les contrdles ne furent pas ensemencés de cellules urothéliales.
Pour permettre une meilleure adhésion des cellules aux parois du tube, le substitut fut placé dans
une chambre (Figure 2.4 A) qui a son tour fut placé sur une machine rotative 4 approximativement 1
tour/minute pendant deux heures suivies de deux temps de repos de 30 minutes de chaque cété des

chambres. Par la suite, les équivalents avec ou sans cellules urothéliales furent placés en perfusion
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dans un bioréacteur congu au LOEX (Figure 2.4 B) pour permettre de contréler le débit et faire pas-
ser du milieu de culture des cellules urothéliales décrites plus haut grace & une pompe (IsmatekTM,
Cole-Palmer Canada inc., Montréal, QC, Canada). Le bioréacteur fut placé dans un incubateur a
37°C avec 8% de CO,. Dans le but de stimuler la prolifération et la maturation cellulaires, la perfusion
fut maintenue pendant une semaine et les milieux de culture furent changés aprés 4 jours (Magnan

et al. 2009).

Cultivés avec acide ascorbique

pendant 28 jours )
Fibroblastes Formation d'un
matures feuillet de fibroblastes

Roulage du feuillet
de fibroblastes

Cultivé avec acide ascorbique
pendant 21 jours
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cellules urotheliales

avec perfusion

Incubation
15 mi/min

Cultivé avec acide ascorbigue

) Gabrielle Ouellet et pendant 7 jours

Danielle Larouche
'

Figure 2.3 - Représentation schématique du modéle urétral par la méthode d’auto-
assemblage. (©LOEX).

2.2.3 Test de résistance mécanique

La résistance mécanique de 1'équivalent urétral fut évaluée aprés 14, 21 et 28 jours de culture.
Le 28 jours inclut 21 jours de maturation sur mandrin et 7 jours avec ou sans perfusion dans le
bioréacteur. Ils furent montés dans un appareil qui les a soumis & un chargement hydrostatique
utilisant du PBS tout en surveillant la pression interne. A travers un programme d’automatisation
congu par ordinateur utilisant LabView™ (National Instruments, Austin, TX, E-U), un moteur &
pas (Excitron Corp., Boulder, CO, E-U) fut contrélé pour comprimer une seringue insérée entre
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Figure 2.4 — Bioréacteur. A) Montage de l’équivalent urétral dans la chambre. B) Assemblage
complet du bioréacteur avec les chambres a l'intérieur d’un incubateur & 37°C et la pompe pulsatile
a lextérieur.

deux plaques d'un étau. Le débit fut gardé & 8 ml/min jusqu'a I’éclatement du substitut. Pour
éliminer la compliance du systéme, des tubes rigides (Cole-Palmer Canada inc.) furent utilisés pour
joindre le montage a un capteur de pression (Cole-Palmer Canada inc.). Le capteur de pression fut
employé pour surveiller les variations de pression a l'intérieur de I’équivalent urétral a 1’aide d’une
carte d’acquisition des données (National Instruments). La pression de rupture fut considérée comme
étant la poussée maximale atteinte avant la défaillance du tube cellulaire. L’inspection visuelle du
diagramme des courbes de pression a permis une lecture rapide du point de rupture, de ’analyse du
comportement du modéle et I'estimation des conditions les plus appropriées. Egalement, des urétres
de porc natif furent utilisés pour déterminer le point de rupture contrdle pour I'équivalent urétral
(Magnan et al. 2009).

2.2.4 Reésistance aux sutures

A la fin de la culture cellulaire des tubes de fibroblastes, soit 21 jours de maturation sur le mandrin

et 7 jours de perfusion dans le bioréacteur, des tests de suture furent effectués avec des sections de
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Figure 2.5 - Représentation schématique de la procédure pour évaluer la résistance
mécanique de 1’équivalent urétral. (©R. Gauvin/LOEX).

tubes et du fils de suture absorbable synthétique 6-0 (Syneture, Norwalk, CT, E-U) (Magnan et al.
2009).

2.2.5 Viabilité cellulaire

Deux méthodes différentes furent exécutées pour évaluer la viabilité et la migration des cellules
aprés 7 semaines de cultures et 1 semaine de perfusion. Premiérement, les cellules furent extraites
de nouveau & partir d'un équivalent urétral utilisant la méme procédure d’extraction décrite précé-
demment. Deuxiémement, la méthode a 1’aide d’explant sur les tubes constitués de fibroblastes fut
utilisée pour évaluer leur potentiel de migration. Cette méthode consiste & couper le substitut en
petits morceaux et de les placer avec du milieu de culture dans un pétri de culture. L’observation
de la migration & partir de I'explant (Figure 2.10) et la multiplication des cellules furent effectuées
a différents temps. Pour les deux méthodes, les cellules furent placées 4 37°C dans un incubateur
humidifié avec 8 % de CO, et le milieu de culture fut changé trois fois semaine jusqu’a 'obtention
de la confluence (Magnan et al. 2009).
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2.2.6 Caractérisation

Des sections de tubes constitués de fibroblastes avec ou sans cellules urothéliales furent fixées
dans le fixateur de tissu Histochoice (Armesco, Solon, OH, E-U) et enrobées dans de la paraffine.
Des sections histologiques de 5 um furent colorées au trichrome de Masson. Le diamétre interne des
constructions fut mesuré au méme moment que la résistance mécanique. Pour ce qui est du marquage
a I'immunofluorescence, des sections de 20 um furent fixées dans ’acétone a 100%, bloquées dans du
PBS contenant 1% (poids/volume) de sérum-albumine bovin (BSA) (Sigma) et incubées 1 heure avec
’anticorps primaire. Les anticorps primaires qui furent utilisés sont : un IgG de lapin anti-collagéne
de type I (dilution 1 :100) (Cedarlane Laboratories Ltd, Burlington, ON, Canada) pour marquer
le collagéne de type I présent dans la matrice extracellulaire sécrétée par les fibroblastes, un IgM
de souris anti-fibronectine cellulaire (dilution 1 :400) (Sigma) pour voir la connexion des cellules
fibroblastiques & la matrice extracellulaire, un IgG de lapin anti-cytokératine 8/18 (dilution 1 :1000)
(ARP, Belmont, MA, E-U) pour voir I’épithélium transitionnel créé par les cellules urothéliales et un
anticorps de lapin anti-laminine (dilution 1 :400) (Sigma) pour détecter la lamina propria sous les
cellules urothéliales. Les anticorps secondaires utilisés furent couplés a un fluorochrome rhodamine
(rouge) ou Alexa 488 (vert). Les noyaux furent marqués avec un colorant nucléaire, le Hoesch. Les
résultats furent observés avec un microscope Nikon Eclipse E800 intégré a un systéme confocal Nikon
C1 (Nikon, Tokyo, Japan) et les images furent traitées avec le logiciel Adobe Photoshop 9.0 (Adobe
Systems, San Jose, CA, E-U).

2.2.7 Western Blot

Pour effectuer le western blot, des sections de tubes de fibroblastes avec ou sans cellules uro-
théliales furent broyées manuellement dans de ’azote liquide, mis dans un tampon de lyse et le
dosage des protéines fut analysé par spectrophotométrie. Ensuite, les échantillons furent bouillis 10
minutes & 100°C et centrifugés 10 minutes & 10 000 G. Lors de 1’électrophorése, 20ul furent ajou-
tées par puits au gel SDS-polyacrylamide et migrées dans un tampon d’électrode pendant 1heure et
45 minutes a 120 volts. Par la suite, le transfert des bandes fut effectué sur une membrane PVDF
(Millipore, Tokyo, Japon) activée au méthanol & 4°C pendant 1 heure & 100 volts. Pour ce qui est
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de I'immunodétection, la membrane de PVDF fut bloquée avec du TBS-Tween 0,05% et lait 5%
pendant 30 minutes avec agitation. Ensuite, une incubation avec I'anticorps primaire, soit le méme
anti-cytokératine 8/18 utilisé pour I'immunofluorescence, fut employé a une dilution de 1 :3000 dans
une solution de TBS-Tween 0,05% et lait 5% durant 1 heure avec agitation. S’en est suivie 3 rincages
de 5 minutes dans du TBS-Tween 0,05% avec agitation et une incubation avec 1'anticorps secon-
daire, un anti-IgG-IgM de souris peroxydase diluée a 1 :2000, pendant 30 minutes avec agitation.
Pour permettre la détection des bandes de protéines, la membrane fut incubée 2 minutes dans une
solution ECL (GE Healthcare, Baie-d’Urfé, QC, Canada) et exposée 4 un film anti-rayon X (Kodak
Carestream Health, Inc., Rochester, NY, E-U) dans une chambre noire. Pour confirmer le marquage

des protéines sur la membrane, I’a-tubuline fut utilisée comme controle.

2.3 Reésultats

2.3.1 Morphologie de I’équivalent urétral

Du point de vue macroscopique, 1'équivalent urétral reconstruit (Figure 2.6) fut uniforme, mal-
léable et résistant aux manipulations. Egalement, il supporta sans probléme la pression de perfusion
a l'intérieur du bioréacteur. Le diamétre interne des constructions cylindriques était de 6 mm avant
'ensemencement des cellules urothéliales et d’environ 8 mm aprés une semaine dans le bioréacteur.
Aussi la résistance du tissu aux sutures fut évaluée et deux tubes ont permis ’obtention d’un peu

plus de 14 cm de longueur (Figure 2.6 D et E).

2.3.2 Caractérisation de I’équivalent

Au niveau histologique (Figure 2.7), aprés une coloration au trichome de Masson du tissu recons-
truit, une épaisse couche de matrices extracellulaire en bleu fut observée en plus d’une belle cohésion
entre les différentes couches matricielles comme chez 'urétre de porc natif (Figure 2.7 A). En plus, en

rose, fut observée une prolifération des cellules urothéliales, de 4 & 6 couches, formant un urothélium
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Figure 2.6 - Vue macroscopique du modéle urétral aprés 7 semaines de culture et 1
semaine en perfusion. A) Montage du substitut avant de le metire dans le bioréacteur. L’équivalent
qui fut obtenu est B) uniforme, résistant auzr manipulations, C) robuste a la pression du milieu de
culture et D) facilement suturable puisque E) 2 tubes furent suturés ensemble et ont donné un peu
plus de 14 cm.

pluristratifié, lequel est retrouvé tout au long de la lumiére de ’équivalent. Egalement, la surface api-
cale des cellules urothéliales suggére une morphologie qui s’approche des cellules parapluies qui sont
retrouvées dans un urothélium différencié. En résumer, une similarité est constatée avec le modeéle

urétral reconstruit par la méthode d’auto-assemblage et 1'urétre de porc natif.

Par la suite, une caractérisation a I'immunofluorescence fut effectuée afin de confirmer les résultats
observés en histologie. Pour détecter la matrice extracellulaire, des marquages du collagéne de type
I, le type de collagéne le plus retrouvé dans la matrice extracellulaire, et de la fibronectine, qui a un
role majeur dans la migration cellulaire, fut effectué. Dans les deux cas, le marquage fut constaté a

la pleine hauteur du substitut (Figure 2.8 A et B). Par la suite, pour détecter les cellules urothéliales
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Figure 2.7 - Coupe histologiques. A) Urétre de porc natif. B) Equivalent urétral reconstruit par
la méthode d’auto-assemblage. (Barre de mesure : 50 pm)

et évaluer si la lame basale était présente sous l'urothélium, un marquage a la cytokératine 8/18
(Romih et al. 2002), un marqueur de 1’épithélium transitionnel, et & la laminine furent effectués sur
les tissus reconstruits perfusés dans le bioréacteur. Les résultats ont montré la présence d’une belle
prolifération des cellules urothéliales en plus d’appuyer la morphologie de forme parapluie des cellules
apicales observées en histologie (Figure 2.8 C). En plus, la présence de la lame basale uniforme sous les
cellules urothéliales fut observée (Figure 2.8 D). Pour confirmer la présence de la cytokératine 8/18
I'intérieur de 1'équivalent urétral et la spécificité du marqueur en immunofluorescence, un western blot
fut effectué (Figure 2.9). L’équivalent urétral, avec perfusion (puits 3, 4, 5) ou sans perfusion (puits
6, 7), fut comparé a la vessie de porc (puit 1) et au tube constitué de fibroblastes seuls avec (puit 8)
ou sans perfusion (puit 2). Les résultats semi-quantitatifs ont montré la présence de la cytokératine
8 chez le tissu natif et le substitut avec ou sans perfusion. Par contre, pour la cytokératine 18 fut
seulement détectée que chez le contrdle et I’équivalent avec perfusion. Ces résultats suggérent que
la perfusion est importante pour la prolifération et la différenciation plus compléte de 1'urothélium.
Donc en combinant les résultats obtenus, le modéle urétral reconstruit avec perfusion montre des
caractéristiques retrouvées chez le tissu natif tel un urothélium pluristratifié qui repose sur une lame

basale en plus de la présence d’une épaisse couche de matrice extracellulaire.
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Figure 2.8 - Caractérisation en immunofluorescence de la matrice extracellulaire (A et
B), de l'urothélium (C) et de la lame basale (D). A) Collagéne de type I. B) Fibronectine.

C) Cytokératine 8/18. D) Double marquage a la cytokératine 8/18 en rouge et la laminine en vert.
(Barre de mesure : 50 um)
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Figure 2.9 - Confirmation par western blot de la présence de la cytokératine 8/18 dans
les substituts reconstruits. Puit 1 : tissu natif. Puits 2 et 8 : contréle sans cellules urothéliales.

Puits 3, 4 et 5 : équivalent avec perfusion. Puils 6 et 7 : équivalent sans perfusion. (F : fibroblastes,
U : cellules urothéliales et P : perfusion)



Chapitre 2. Modéle tubulaire urétral 31

2.3.3 Viabilité cellulaire

Pour déterminer la viabilité cellulaire du modéle urétral aprés 7 semaines de culture et une semaine
en perfusion, une deuxiéme extraction des deux types cellulaire fut effectuée et un taux de mortalité
inférieur a 2 % fut obtenu, ce qui correspond & la valeur standard pour une culture cellulaire. Pour
la méthode d’extraction par explant, en moins de 24 heures les fibroblastes ont commencé a migrer
et a coloniser le pétri de culture (Magnan et al. 2009).

Figure 2.10 - Méthode d’extraction par explant pour évaluer la viabilité cellulaire du
modéle urétral. Migration des cellules vers l'extérieur du substitut. (Barre de mesure : 50 um)

2.3.4 Reésistance mécanique

L’appareil développé au laboratoire a permis ’évaluation avec précision du point de rupture des
équivalents urétraux construits a 'aide de la méthode d’auto-assemblage (Figure 2.11). Des urétres
porcins furent testés a titre comparatif. Aprés 14 jours de maturation des tubes de fibroblastes sur
mandrin, il fut possible d’évaluer leur solidité et une pression de rupture moyenne de 803+22 mmHg
(millimétre de mercure) (n=6) fut obtenu. Apreés 21 jours de maturation, les tubes de fibroblastes ont
gagné en résistance en endurant une pression moyenne de 1133+76 mmHg (n=5), ce qui représente

une augmentation moyenne de 41,1 %. Aprés I'ajout d’une semaine avec perfusion dans le bioréacteur,
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les équivalents avec cellules urothéliales ont obtenu une pression moyenne de rupture de 1703+103
mmHg (n=>5), tandis que les substituts sans cellules urothéliales ont obtenu une pression moyenne
de 1761+248 mmHg (n=3). Aprés 4 semaines de maturation sans bioréacteur, une pression moyenne
de rupture de 1801+158 mmHg (n=6) fut observé. L’urétre de porc a obtenu pour sa part une
pression de rupture maximale de 583 mmHg et une pression moyenne de 418+66 mmHg (n=4),
ce qui est inférieur a la pression qui fut retrouvée chez tout les équivalent & chacun des temps de
maturation. Pour toutes les périodes de maturation, les couches des tubes de fibroblastes sont restées
fusionnées les unes aux autres formant un tissu tubulaire uniforme. En plus, aprés une semaine dans le
bioréacteur, la résistance mécanique de 1'équivalent et son intégrité histologique furent maintenus. Il
est trés intéressant de confirmer que le substitut reconstruit peut conserver ces propriétés pendant au
moins une semaine dans des conditions pulsatiles. En plus, ces résultats démontrent que la présence
de cellules urothéliales n’influence pas & la hausse ou a la baisse la résistance mécanique du modéle

urétral reconstruit (Magnan et al. 2009).
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Figure 2.11 - Evaluation de la résistance mécanique par test d’éclatement de I’équivalent
urétral a différents temps de culture. (Uro : cellules urothéliales)
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2.4 Discussion

Comme il en fut question dans le chapitre 1, la-quantité limitée de tissus urologiques autologues
disponibles pour la reconstruction urétrale et les complications multiples associées a ces tissus ou
a I'utilisation de matériaux d’origine non urologique (les matrices acellulaires et les polyméres syn-
thétiques) ont apporté un intérét croissant pour développer un substitut urologique mieux adapté
physiologiquement avec le moins de eomplication possible. Dans ce chapitre, il fut démontré qu'’il
est maintenant possible de recréer un équivalent urétral tubulaire en utilisant la méthede d’auto-

assemblage, et ce, sans utilisation de matrice exogéne.

Pour des motifs éthiques, il n’est pas possible de prélever des échantillons urologiques sains chez
I’humain; mais le prélévement chez des donneurs cadavériques nous sera possible si les familles
consentent au don d’organes pour-des fins de recherche. Pour cette raison, des tissus porcins na-
tifs, tels 'urétre et la vessie, furent utilisés pour comparer le modéle aussi bien au niveau de la
caractérisation que de la résistance mécanique puisque son systéme urinaire-est physiologiquement

et proportionnellement similaire & celui de 'humain.

- Chaque construction tubulaire inclut dans ce chapitre a montré une force mécanique supérieure
au contréle, I'urétre de porc natif, ce qui démontre notre capacité de produire un tissu in vitro adé-
quat pour la greffe. L’ajout de cellules urothéliales aux tubes constitués de fibroblastes n’a en rien
diminué leur résistance mécanique. De plus, les résultats ont montré que les équivalents peuvent
soutenir une stimulation pulsatile pendant une semaine compléte sans perdre leur intégrité méca-
nique et histologique en plus de bonifier la prolifération et la différenciation des cellules urothéliales.
Egalement, les cellules & P'intérieur du substitut sont toujours viables aprés 8 semaines en culture
cellulaire, ce qui démontre que les cellules sont dans des conditions de culture favorables. Il fut aussi
montré qu’il est possible de faire un tube d’un peu plus de 14 c¢cm de longueur, aprés suture -de
deux équivalents ﬁrétr»aux, ce qui est intéressant pour la correction chez 'hemme d’un plus long
défaut urétral. Par conséquent, le développement de cette technique méne & une méthode alternative
pour la reconstruction urétrale dans lequel une large variété de pathologies congénitales ou acquises
nécessite une reconstruction. L’équivalent urétral élaboré gréce au génie tissulaire et & la méthode

d’auto-assemblage ne contient aueun autre matériel que les cellules et leur matrice extracellulaire.
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Ainsi, les cellules utilisées seront prélevées sur le patient nécessitant la greffe ce qui va permettre
la production d’un substitut complétement autologue en plus d’éviter le besoin d’une croissance

cellulaire aprés I'implantation du greffon puisqu’il est déja complétement viable.

En perspectives, 'ajout de cellules endothéliales au modéle urétral devrait diminuer le temps
pour la revascularisation du greffon en postopératoire. Ce projet s’appuie sur une étude menée au
laboratoire et qui a montré que 'ajout de cellules endothéliales dans un modéle de peau a permis
I'inosculation du greffon 4 jours aprés la greffe au lieu de 14 jours sans cellule endothéliale (Tremblay
et al. 2005). Egalement, le prochain objectif est de faire une étude chez un modéle animal afin
d’effectuer des tests pré-cliniques et de comprendre les impacts et les interactions physiologiques in
vive du modéle. A plus long terme, avec I’ajout des cellules musculaires lisses, puisque I’équivalent

est tubulaire, il sera possible de transformer et d’adapter le modéle pour la réparation d’uretére.

2.5 Conclusion

L’équivalent urétral autologue est un modéle innovateur qui-offre une alternative prometteuse
sans matrice exogéne pour le remplacement ou la reconstruction urétrale. Comme pour les tissus
alternatifs, 'extraction cellulaire va nécessiter un ensemencement a partir d'une biopsie de peau,
mais de plus petite superficie. Pour obtenir les cellules urothéliales, un lavage vésical peut étre
pratiqué chez le patient ce qui rend la méthode encore moins invasive. Ainsi, le plus grand avantage
du modéle urétral reste qu’il sera constitué des cellules de I’éventuel patient, ce qui représente une
alternative prometteuse pour diminuer les réactions inflammatoires, et ainsi permettre une greffe

exempte de rejet.



Chapitre 3

Production of Connective Pig Sheet by Tissue

Engineering

3.1 Résumé

Plusieurs pathologies sont a l'origine de désordres urétraux. Pour traiter ces troubles, des bio-
matériaux acellulaires ou des tissus non-urologiques autologues, lambeaux ou greffes, sont utilisés
et ménent trop souvent & des complications post-opératoires. L’alternative proposée est de recons-
truire, selon la méthode d’auto-assemblage, un modeéle urétral autologue. Pour effectuer les tests
précliniques chez ’animal, le porc fut choisi pour sa similarité avec I’humain. Afin de produire un
feuillet avec les fibroblastes de porc, une étude de prolifération ainsi que des tests d’optimisation au
niveau du site d’extraction et de la culture cellulaire furent effectués pour permettre la production
d’un feuillet dans les conditions les plus optimales. Lors de I'obtention d’un feuillet, des empilements
en tricouche furent exécutés. Par la suite, une caractérisation de la matrice extracellulaire sur coupe
histologique et par immunofluorescence fut réalisée. Suite aux tests d’optimisation, la muqueuse orale
et la température a 39°C furent les deux points primordiaux qui ont permis la formation d’un feuillet
avec les fibroblastes de porc. Le feuillet obtenu est macroscopiquement uniforme et résistant aux
manipulations ce qui a rendu possible 'empilement en tricouche. Finalement, le collagéne de type
I et la fibronectine furent montrés par immunefluorescence, confirmant la présence de matrice ex-
tracellulaire. L'équivalent urétral développé dans notre laboratoire est un modéle innovateur dans le
domaine de la reconstruction urologique. La production d’un feuillet avec les fibroblastes de porc est
une étape importante qui va permettre de compléter le modéle autologue porcin et de passer aux

tests précliniques chez le porec.
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3.2 Introduction

In clinical urology, several conditions like hypospadias and strictures cause urethral disorders that
will require surgical correction to replace the injured segment (Campbell et al. 2007). To rectify these
problems, partial or total reconstruction is required. The actual gold standard used by surgeon is the
penile foreskin (Vyas et al. 1987; Theodorescu et al. 1998) and when it is not available, oral mucosa
is the alternative (Caldamone et al. 1998; Barbagli et Lazzeri 2006; Markiewicz et al. 2007, 2008).
Those non-urological tissues are mainly used because they are easily harvested and hairless. The hair
growth in the reconstructed urethra will prevent the possible formation of lithiasis post-surgically.
Also, - many studies have been made with other biomaterials, like xenogenic acellular tissues matrices
(Kropp et al. 1998; Chen et al. 1999) and synthetic polymers (Olsen et al. 1992; Italiano et al. 1997;
Parnigotto et al. 2000), to replace the non-urological tissues when they are no more available. Initially,
they were mainly used alone, but as studies evolved, cells were added to increase the viability of the
models, aiming at decreasing the complications like stenosis and graft rejection (Sievert et al. 2000;
Amiel et al. 2001; De Filippo et al. 2002; Dorin et al. 2008; Fu et al. 2009). The animal model used
for those studies was usually the New Zealand rabbit- because it is a standard animal model used
for urethral reconstruction (Vyas et al. 1987; Parnigotto et al. 2000; Amiel et al. 2001; Fu et al.
2009). Two studies have been made on a dog model (Olsen et al. 1992; Xu et al. 2003) and enly two
studies on human cadaveric tissues (El-Kassaby et al. 2003; Xu et al. 2009). Overall, there is a lack
of studies made with larger animal model. Because the alternative solutions available still lead to
major complications and graft rejection; there is still a need.for autologous tissues with properties

similar to the urethra.

For the past few years, the organ reconstruction field witnessed the emergence of the self-assembly
method (Auger et al. 2002), based on the cells capacity to produce their own matrix support. This
approach consists of a cell eulture in well-defined conditions that-will construct an autologous scaffold
free of exogenous biomaterials. In previous studies, the self-assembly method proved its capacities
in blood vessels (L'Heureux et al. 1998), cornea (Germain et al. 1999), and skin (Germain et al.
1993; Auger et al. 1995; Pouliot et al. 2002) regeneration, specifically for grafting in the treatment
of burned patients or pharmacological studies. In urological reconstruction, we have been able to

successfully reconstruct in vitro an autologous, watertight and resistant vesical equivalent (Bouhout
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et al. 2010) and urethral substitute (Magnan et al. 2009) with human cells. Human dermal fibroblasts
are interesting cells since, in presence of ascorbie acid (Davidson et al. 1997; Chepda et al. 2001), they
have the ability to synthesize extracellular matrix (ECM) in an increased way to form a collagen-layer.
The autologous sheets can then be superimposed or rolled to create a three-dimensional environment
for the reorganization of additional cells specific to the reconstructed organ. However, the productioen
of sheets with fibroblasts extracted from pig skin, using the same parameters as described above,
is more complicated because these cells are net able to synthesize enough ECM under standard

conditions.

To overcome urethral replacement tissue limitations, we elected to work with a pig model for his
structural and dynamic similarities with the human urinary system: In order to make possible in vivo
long-term studies, ‘we investigated the feasibility to produce a porcine fibroblasts sheet to ebtain an
autologous urological graft. This study presents the characterization and step of development of our

reconstructed tissue.

3.3 Materials and Methods

3.3.1 Cell extraction

Human and porcine skin fibroblasts cells were extracted from a small skin biepsy (Figure 3.1). The
biopsies were cut 4 by 4 centimeters (16 cm?) and washed in phosphate-buffered saline (PBS) solution
containing 100 U/ml penicillin (Sigma, Oakville, ON, Canada), 25 ug/ml gentamicin (Schering,
Pointe-Claire, QC, Canada) and 0,5 pg/ml fungizone (Squibb, Montreal, QC, Canada). Then, the
skin was cut into small pieces and put in a solution of 500 mg/ml thermolysin (Sigma) and Hepes
1X buffer (MP Biomedicals, Montreal, QC, Canada) with 1 mM calcium chloride dihydrate (CaCly,
Sigma) (pH 7.4) for an overnight incubation at 4°C. To obtain pig oral fibroblasts (Figure 3.1), cells
were extracted from an oral biopsy of 6 mm in diameter. The biopsies were also washed in a PBS
solution containing penicillin, gentamicin and fungizone at the same concentrations. Then the oral

mucosa biopsy was cut into small pieces and put overnight at 4°C in a solution of 2,5 mg/ml Dispase
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II (Roche Diasgnostics, Laval, QC, Canada) and Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium (DMEM,
Invitrogen, Burlington, ON, Canada). After the incubation, the epithelial layers were mechanically
removed from the connective tissue section containing fibroblasts. The last sections were transferred
in a trypsination unit containing a collagenase H solution (0,125 U/ml, Roche Diasgnostics) and
put at 37°C for an overnight incubation. After a ten minutes centrifugation at 1180 rpm at room
temperature, the cells were seeded in 75 cm? tissue-culture flasks (Falcon ; Becton-Dickinson, Lincon
Park, NJ, USA) with DMEM supplemented with 10% Foetal Bovine Serum (FBS)(Invitregen), 100
U/ml penicillin (Sigma) and 25 ug/ml gentamicin (Schering). The human and porcine fibroblasts
were cultured with 8% of CO, at 37°C and 39°C, and the culture medium was changed three times a
week. Cells were used at passage 6 for human skin fibroblasts (HSF) and pig skin fibroblasts (PSF),
and pig oral fibroblasts (POF) at passage 4.

Thermolysin Collagenase H

R e Mechanical
SI>

= separation

16 hours @

Dispase 16 hours

Oral mucosa

A ———
e

——
| Gabrielle Ouellet and

Danielle Larouche Fibroblasts

Figure 3.1 - Schematic representation of fibroblasts extraction from each sites of biopsy.
(©LOEX).

3.3.2 Cell culture

To study the fibroblasts proliferation, cells were seeded at 8,3x10% cells/cm? in 6-wells culture
plate (Falcon; BD) and cultured with DMEM supplemented with 10% FBS with penicillin and
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gentamicin as-described in cell extraction section. At day 1, 3, 5 and 7, three wells were trypsinated
and three cell counts for each well were taken with a coulter (Beckman Coulter, Mississauga, ON,
Canada).

To obtain a fibroblasts sheet, cells were seeded at 8,3x10° cells/cm? in 6-wells culture plate
or at 8x10° cells/em? in 25 cm? tissue-culture flasks (Falcon; BD) with the same culture medium
supplemented with 50 ug/ml of ascorbic acid (Sigma) and 235,2 ug/ml of glutamine (Karna et al.
2001)(Invitrogen) to stimulate the production of ECM. The cells were cultured in the same culture
conditions under 8% of CO; at 37°C and 39°C and the culture medium was changed three times a
week. In the 6-wells plate, biopsy was made at day 7, 14 and 21 to see if there was formation of a
fibroblasts sheet. For the 25 cm? tissue-culture flasks, when a fibroblasts sheet was formed at day 20,
three layers were superimposed-one over another and maintained in culture under the same culture

conditions and a biopsy was performed 3 days later.

3.3.3 Histological analysis

Fibroblasts sheets were fixed with Histochoice tissue fixative (Armesco, Solon, OH, USA) for 24
hours and embedded in paraffin. Five micrometers sections were cut and stained with a Masson’s
trichrome coloration to determine the presence of ECM in the fibroblasts sheets equivalents. A Nikon-
Eclipse E600 microscope (Niken, Quebec, QC, Canada) equipped with a Coolsnap digital camera for
color pictures was used. Images were processed with Adobe Photoshop 9.0 software (Adobe Systems,
San Jose, CA, USA).

3.3.4 Immunofluorescence characterization

For indirect immunofluorescence staining, fibroblasts in proliferation or frozen sections of 20 pm
were fixed in 100% acetone, blocked in PBS containing 1% (w/v) bovine serum albumin (BSA,
Sigma) and then incubated with monoclonal antibodies. The primary antibodies utilized were : a
mouse IgG1 anti-keratin 10 (dilution 1 :100) (Cedarlane Laboratories Ltd., Burlington, ON, Canada)
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to mark keratin -present in keratinocytes found with fibroblasts, a rabbit IgG anti-collagen type I
(dilution 1 :100) (Cedarlane Laboratories Ltd., Burlington, ON, Canada) to stain the collagen type
I produced by the fibroblasts and a mouse IgM. anti-cellular fibronectin (dilution 1 :400) (Sigma) to
visualize the connection of fibroblasts cells to ECM. The secondary antibodies used were : a mouse
IgG Alexa 488 (green fluorochrome) (dilution 1 :400) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) and
a goat IgG-IgM Rhodamine (red fluorochrome) (dilution 1 :200) (Chemicon, Temecula, CA, USA).
For controls, the primary antibody was omitted. Nuclei were stained with Hoechst nuelear dye. The
final results were viewed with Nikon C1 confocal system fitted to a Nikon Eclipse E800 microscope
(Nikon, Tokyo, Japan) and images were also processed with Adobe Photoshop 9.0 (Adobe Systems).

3.4 Results

For all our experiments, human skin fibroblasts were used as control. We already know their
behavior in 37°C culture conditions (Auger et al. 1995; Germain et al. 1999; Pouliot et al. 2002).
For porcine fibroblasts we used two types coming from different sites of extraction : skin and oral

mucosa, one contained hair and the other being hairless.

3.4.1 Fibroblasts proliferation

HSF are currently cultured at 37°C, the internal temperature of the human body, whereas the
pig’s internal temperature is 39°C (Koo et al. 2000). The influence of temperature on fibroblasts
proliferation was studied at both 37°C and 39°C (Figure 3.2). Observations of fibroblasts compilation
were made at day 5, because the confluence was reached at day 7. At 39°C, no significant change
was observed in cell number for HSF (3.3%) compared to cells cultured at 37°C (Figure 3.2 A).
However, increasing the temperature displayed a significant difference for pig fibroblasts (Figure 3.2
B-D). Similar augmentations were observed for POF 1(12.1%) (Figure 3.2 C) and POF 2 (15.4%)
(Figure 3.2 D). The most significant difference was obtained for PSF with an increase of 102.6%
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(Figure 3.2 B). These results showed that increasing temperature from 37°C to 39°C had a positive
influence on the proliferation of both oral and skin: porcine fibroblasts.
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Figure 3.2 - Fibroblasts proliferation comparing 37°C and 39°C culture temperature.
A) Human skin fibroblasts (HSF). B) Pig skin fibroblasts (PSF). C) Pig oral fibroblasts 1 (POF 1).
D) Pig oral fibroblasts 2 (POF 2).

3.4.2 Formation of a porcine monolayer fibroblasts sheet

The effect of temperature on cells capacity to produce sheets was then studied. Therefore we
cultured the same three types of fibroblasts (HSF, PSF and POF) again at both temperatures to see
if a matrix sheet would be produced by fibroblasts after 7, 14 and 21 days of culture (Figure 3.3).
At day 7, no fibroblasts sheet was observed at both temperatures and not enough ECM was formed.
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At day 14, HSF sheets were present at both temperatures. No results were observed at 37°C for
PSF but at 39°C the sheets obtained were extremely thin and difficult to handle (Figure 3.3). For
POF, thin sheets were obtained at 37°C, but at 39°C POF presented thicker sheets, uniform and easy
to handle (Figure 3.3).

After 21 days, at 37°C POF presented thin and not uniform fibroblasts sheets and HSF provided
uniform and thicker sheets. At 39°C, we obtained thin fibroblasts sheets with PSF and there was not
enough ECM produced to have a usable fibroblasts sheet (Figure 3.3). At this same temperature,
for HSF and POF, the fibroblasts sheets were uniform and easy to handle (Figure 3.3). When we
measured and histologically compared the thickness of the matrix produced by fibroblasts between
day 14 and 21, we observed a sheet 21% thicker for HSF and 52% thicker for POF (Figure 3.4).

Day 14 Day 21

HSF sttt oy RS

Figure 3.3 - Histological view of the monolayer fibroblasts sheets cultured at 39°C. In
blue the extracellular matriz and in pink the cells. (Scale bar : 50 pm)
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Figure 3.4 - Thickness measurements at 39°C of the POF and HSF fibroblasts sheets
obtained at 14 and 21 days.

3.4.3 Cellular contaminations

When we cultured PSF at 39°C, mix cultures where observed (Figure 3.5 A). The cell morphology
was similar to keratinocytes (Figure 3.5 B). To eonfirm this observation, we performed a immuno-
fluorescence study. using keratin 10 on PSF in proliferation (Figure 3.5 C). Due to-the poor results
obtain with PSF in the previous section and the presence of mix cultures; we only kept POF and

HSF for the rest of our experiments.

3.4.4 Formation of three layer fibroblasts sheets

To see if POF sheets produced were resistant to manipulations like HSF, we superimposed three
fibroblasts sheets eultured for 20 days (HSF and POF). Histological observations showed a good
cohesion between the three layers in both species (Figure 3.6) even if it was only 3 days after
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Figure 3.5 - Mix culture observed at 39°C. A) Miz cultures observed with PSF. B) Cells
morphology similar to keratinocytes. (Scale bar : 100 pm) C) Immunofluorescence study using keratin
10 staining on PSF in proliferation. (Scale bar : 50 um)

Human skin fibroblasts (HSF) Pig oral fibroblasts (POF)

Figure 3.6 — Histological view of the three layer fibroblasts sheets cultured at 39°C.
(Scale bar : 50 um).

assembly. This result was similar in both conditions. The thickness was also measured and there was

no significant difference between HSF and POF fibroblasts sheets (Figure 3.7).

3.4.5 Detection of extracellular matrix in fibroblasts sheets

Histological observations, for one or three layer fibroblasts sheets, showed the presence of ECM
and cells (Figure 3.3 and 3.6). We confirmed that 39°C was the optimal temperature to obtain POF
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Figure 3.7 - Thickness measurements of the three layer fibroblasts sheets obtained at
39°C.

ECM production compared to HSF matrix formation. It was confirmed by immunofluorescence with

collagen type I and fibronectin staining (Figure 3.8), two main constituents of native ECM.

HSF POF Pig oral mucosa

Collagen
type |
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Figure 3.8 - ECM characterization of the three layer fibroblasts sheets obtained at 39°C
by immunofluorescence with native pig oral mucosa as control. (Scale bar : 50 pm).
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3.5 Discussion

The objective of this study was to establish and determine the optimal parameters to obtain the
formation of a pig fibroblasts sheet. The first parameter considered was to improve cellular prolifera-
tion and the second, the production of ECM. After initial optimization, richer culture medium then
the HSF regular media were evaluated but results remained sub-optimal (data not shown). There-
fore, we increased the culture temperature to 39°C to match the physiological internal temperature
of the pig (Koo et al. 2000). But it was observed that keratinocytes proliferation was promoted even
if different porcine skin extraction sites were studied. A mix culture occurred, detrimental to the
formation of a fibroblasts sheet. It was initially found, when the fibroblasts cells were extracted from
the dermal layer of the pig skin, that it was not possible to eliminate all keratinocytes coming from
the epidermal layer and hair follicules because the hair density on pig skin is higher than on human.
The hypothesis was that less hair from the initial biopsy would bring less epithelial stem cells coming
from the hair bulge in the dermal layer of the skin (Alonso et Fuchs 2003; Blanpain et Fuchs 2006;
Larouche et al. 2008). Therefore, a new extraction site was searched on the pig, exempt of hair,
to minimize the presence of keratinocytes in the culture and we decided to use oral mucosa. This
extraction site is already used for corneal reconstruction (Tsai et al. 1997; Ueda et al. 1998; Imaizumi
et al. 2004; Murakami et al. 2006; Shortt et al. 2007), but only keratinocytes from the epithelial layer
are selected. Their method of cellular extraction was adapted to develop a new fibroblasts extraction
protocol. The pig oral ﬁbroblasts (POF') were cultured and superior results were obtained compared
to pig skin fibroblasts (PSF). To confirm our initial observations, a comparison on cell proliferation
and ECM production between human and pig skin fibroblasts was made. In this study, it was found
that using a culture temperature of 39°C, instead of the 37°C normally used with human fibroblasts,
increased the proliferation on all types of pig fibroblasts. Subsequently, we evaluated if the same
temperature helped te the production of ECM. For pig fibroblasts, at 37°C, a weak synthesis of ECM
was obtained but at 39°C a more uniform and easy to handle fibroblasts sheet was formed. With
human fibroblasts as control, uniform and easy to handle sheets were obtained at both temperatures.
From these results, it was determined that increasing the culture temperature from 37°C to 39°C had
a definite positive effect on pig fibroblasts proliferation. The physiological temperature of the species
could be an important parameter to consider, even in vitro, explaining the effect of temperature on

proliferation and ECM production.
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Furthermore, these results showed that the impact on the production of ECM was only found
with POF, because even if PSF were cultured at 39°C, no uniform fibroblasts sheet was formed.
Consequently, it became more easy to use pig fibroblasts coming from an oral mucosa biopsy than a
skin biopsy to obtain a uniform and easy to handle fibroblasts sheet. Moreover, the fibroblasts sheets -
produced with POF were thick and similar to the HSF sheets obtained after 21 days of culture.
Therefore, it was possible to successfully superimpose three layers of POF fibroblasts sheets after 20
days in culture because they were resistant enough for manipulations as observed with HSF fibroblasts
sheets. A good cohesion between the sheets was observed and no significant observable difference was
discerned between both species. This confirmed the similarity of POF with HSF. Characterization of
the ECM produced by the fibroblasts showed the same markers at same intensity, in both POF and

HSF equivalents, even if the fibroblasts were not from the same extraction site and species source.

3.6 Conclusion

In this study, we demonstrated that it is possible to produce a tissue from porcine fibroblasts.
The two major points that were determined are the use of pig fibroblasts coming from oral mucosa
and a culture temperature of 39°C. It enabled us to produce a uniform and easy to handle fibroblasts
sheet similar to what was obtained with human fibroblasts. Overall, the porcine fibroblasts sheet we
have been able to produce offers a great avenue in tissue engineering to build an autologous porcine

model and perform tests on a larger animal model.



Chapitre 4

Discussion

Présentement en urologie, les chirurgiens ont réguliérement recours aux tissus non-urologiques
pour le remplacement ou la reconstruction urétrale. Ces interventions nécessitent plusieurs chirur-
gies complexes, en plus des complications postopératoires communément retrouvées. Les alternatives
proposées en recherche sont les matrices de tissus acellulaires ou les polyméres synthétiques ense-
mencés de cellules de types urologiques ou non. L’'inconvénient de ces substituts découle de leur
caractére exogéne ainsi que de leur produit de dégradation aprés implantation dans ’organisme,
puisque leur impact demeure inconnu a plus long terme. Pour toutes ces raisons, notre équipe de
recherche propose d’utiliser directement les cellules du patient pour créer un modéle tubulaire urétral
par auto-assemblage, ne nécessitant qu’une seule intervention lors de la greffe, en raison de sa taille
comparativement a I’urétre natif. Egalement, le modéle étant autologue, une diminution des réactions

inflammatoires est attendue, ce qui devrait minimiser les risques de rejets post-chirurgicaux.

Le premier objectif a permis d’évaluer la faisabilité d’un modéle tubulaire urétral. Dans le chapitre
2, il fut démontré qu’il est maintenant possible de recréer un équivalent autologue exempt de ma-
trice exogéne, en utilisant la méthode d’auto-assemblage. Chaque construction tubulaire autologue
a démontré une force mécanique supérieure- & I'urétre de porc natif en contréle, ce qui témoigne de
la capacité & reconstruire un tissu in vitro adapté pour la greffe. L’ajout de cellules urothéliales aux
tubes constitués de fibroblastes n’a en rien diminué leur résistance mécanique. De plus, les résultats
ont montré que les équivalents peuvent soutenir une stimulation pulsatile pendant une semaine com-
pléte, sans perdre leur intégrité structurale et mécanique. Les résultats ont aussi montrés que ce type
de culture dynamique a favorisé la prolifération des cellules urothéliales et leur viabilité, méme si le

tissu a nécessité une construction in vitro de 2 mois.
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La possibilité d’adapter le modéle urétral pour effectuer des tests précliniques chez I’animal fut
décrit dans le chapitre 3. Le modéle porcin fut choisi pour la grande similitude physiologique de son
systéme urinaire avec celui de '’humain. Pour assurer le caractére autologue de I'équivalent urétral,
la production d’un feuillet de fibroblastes était nécessaire puisque cela s’est préliminairement avéré
impossible avec les fibroblastes porcins de type urologique. Tout d’abord, des tests non concluants
furent menés en comparant le site de prélévements chez le porc et en utilisant différents milieux
de culture. Comme il fut décrit, 1'utilisation d’un site de prélévement exempt de poil, comme la
muqueunse orale, ainsi qu'une température de culture physiologique au pore, soit 39°C, furent deux
paramétres importants a 'élaboration d’un feuillet matriciel produit par les fibroblastes porcins.
11 fut possible d’obtenir un feuillet uniforme, malléable et assez résistant aux manipulations pour

pouvoir étre empilé en tricouche avec succes.

L’étape suivante sera de compléter le modéle autologue porcin aussi bien pour 1’équivalent vésical
abordé dans le mémoire de ma coéquipiére Sara (Bouhout 2010), que le substitut tubulaire urétral. Les
résultats obtenus jusqu'a présent étant trés encourageant, tant au niveau des propriétés biologiques
que mécaniques. Des tests précliniques sont envisagés chez le pore afin d’évaluer le comportement
des substituts in vive aprés implantation. Afin de maximiser la réussite d'une greffe a long terme,
I'inclusion d’un réseau microvasculaire au sein des modéles reconstruits in vitro est en cours, dans le
but d’assurer une inosculation rapide et par conséquent 'apport en nutriments et en oxygéne. Enfin,
dans une perspective plus éloignée; puisque I'uretére est un tube musculaire qui évacue I'urine par
mouvements péristaltiques depuis le bassinet rénal jusqu’a la vessie, I'ajout de cellules musculaires
lisses au modéle tubulaire permettrait sa transformation et son adaptation pour la réparation de

dommages urétéraux.



Chapitre 5

Conclusion

Le génie tissulaire a connu des succeés et des échecs qui ont contribué a faire progresser les connais-
sances en médecine régénérative. Les matériaux de dérivation naturelle et les matrices acellulaires
ont I'avantage de la reconnaissance biologique. D’autre part, les polyméres synthétiques peuvent étre
produits en grande quantité, de maniére reproductible et contrélée. Toutefois, I’élaboration d’un sub-
stitut urologique regroupant & la fois biocompatibilité et fonctionnalité demeurait encore inachevée.
Les résultats présentés a travers les différentes études ont attiré notre attention sur la nécessité d’une
étanchéité par rapport i la toxicité causée par les composés chimiques de I'urine, ainsi que d’une
vascularisation rapide du modéle post-greffe, dans le but de préserver le développement cellulaire,
en plus de prévenir sa contraction i long terme. La méthode d’auto-assemblage semble étre une
approche prometteuse pour reconstruire un équivalent disposant de ces propriétés. Finalement, le
caractére autologue du modeéle devrait favoriser la migration des cellules environnantes apreés greffe,

pour donner lieu & un remodelage progressif dans les conditions physiologiques.

Dans un futur proche, toutes les disciplines du génie tissulaire vont étre mises & contribution
pour explorer de nouvelles techniques allant de la culture cellulaire dynamique jusqu’aux nanobio-
technolegies, et ainsi obtenir la structure unique du tissu urologique a remplacer. Cependant, le défi
majeur sera de considérer la différence entre le modéle animale sain couramment utilisé en recherche

et I'implantation de substitut chez un patient humain avec une pathologie urologique active.
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