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Résumé

En urologie clinique, les malformations congénitales et les traumas constituent des cas de figure ou
il est parfois nécessaire de procéder a des reconstructions urétrales. Afin de palier au manque de
tissu disponible pour effectuer des chirurgies adéquates, le génie tissulaire permet de développer un
biomatériau autologue, vivant et sans matériaux exogenes, constitu¢ a partir de cellules de lapin.
Apres avoir optimisé la méthode d'auto-assemblage pour les cellules de lapin, des tissus
manipulables ont pu étre fabriqués grace a une production accrue de matrice extracellulaire. Ces
tissus ont permis de construire des substituts urétraux tubulaires mécaniquement résistants,
suturables et greffables. Lors des tests préliminaires, quatre lapins ont été greffés et les résultats ont
permis de valider notre modele, puis de découvrir ses forces et faiblesses afin de poursuivre son
optimisation. Lors des études a long terme chez le lapin, le substitut urétral reconstruit par auto-

assemblage pourra étre amélioré pour éviter les sténoses.
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Chapitre 1 : Introduction

1.1 Le systeme urinaire

1.1.1 Les organes et fonctions du haut appareil urinaire

Comme tous les étres vivants, I'humain se nourrit de toutes sortes d'aliments et génére des déchets
métaboliques lors de la digestion, surtout lors de I'utilisation des nutriments qu'elle contient. Le
systéme urinaire est un ensemble d'organes qui permet a notre corps d'éliminer les agents toxiques
grace a la formation de I'urine et de son excrétion. Ce systéme est compos¢ des reins, des ureteres,
de la vessie et de l'urétre. Tout le tractus urinaire recoit des affluences du systéme nerveux

autonome, le sympathique et le parasympathique. (Birder 2013)

Les reins sont le point de départ du systéme urinaire et ont des roles trés importants a jouer, dont
une partie de la régulation de la pression sanguine, la régulation acido-basique du sang, la
production et la sécrétion de certaines hormones, la filtration du sang, la réabsorption des ions, du
glucose et de I'eau et finalement la sécrétion des déchets par l'urine. (Pocock & Richard 2004) Les
reins sont anatomiquement positionnés de part et d'autre de la colonne vertébrale dans la partie
supérieure de I'abdomen. Ils sont divisés en deux régions distinctes autant dans leur anatomie que
dans leur fonction : le cortex rénal, contenant les glomérules, et les médulla externe et interne,

contenant les tubules rénaux jusqu'au pelvis rénal. (Gartner & Hiatt 2006)

Les reins produisent de 1 a 1,5 L d'urine par jour. Ce liquide stérile et toxique pour l'organisme a
une composition chimique trés variable, modifiée selon 'alimentation. Les principaux constituants
de l'urine sont I'eau, l'urée, des ions d'ammoniaque, le calcium, le potassium, le sodium, le chlore et
son pH se situ entre 4,6 et 7,5. (Pocock & Richard 2004) Normalement, on n'y retrouve aucune
protéine, elles restent dans le sang puisqu'elles sont trop volumineuses, ni aucune molécule de
glucose, rapidement réabsorbées par le rein au cours du processus. La présence de ces molécules
dans l'urine est un signe pathologique et demande une investigation médicale. L'urine est élaborée
lors du passage du sang a travers le néphron, I'unité fonctionnelle du glomérule. Le filtra obtenu
passe ensuite dans les tubules contournés et les tubules collecteurs, jusqu'a son arrivée dans le pelvis

rénal, ou l'urine est acheminée vers la vessie par les uretéres.

Les uretéres sont des structures tubulaires de 25 a 30 cm de longueur, capables de contractions
péristaltiques et recouvertes a l'intérieur par un épithélium spécialisé, ['urothélium. Ce dernier borde

d'ailleurs tout le systéme urinaire, du pelvis rénal, au tiers proximal de l'urétre. (Le Normand et al.



2005) Une description détaillée de cet urothélium se retrouve dans la section 1.1.2.1.2 du présent
mémoire. Sous cet épithélium se retrouve une sous-muqueuse composée d'une lamina propria, de
matrice extracellulaire (MEC) et de fibroblastes, puis une portion musculaire. Cette musculeuse est
plus précisément formée d'une couche de muscles lisses longitudinale interne, d'une circulaire
moyenne, puis d'une derniére couche de muscle qui débute seulement dans le dernier tiers de
l'uretére, une longitudinale externe. Ce sont des couches de muscles qui assurent le transport actif

de l'urine jusqu'a la vessie par des ondes péristaltiques. (Osman et al. 2009)

1.1.2 Les organes et fonctions du bas appareil urinaire

1.1.2.1 La vessie

La vessie est 'organe du systéme urinaire qui emmagasine l'urine jusqu'au moment de la miction.
Elle posséde des propriétés viscoélastiques qui lui conférent sa capacité de garder une pression
interne basse, inférieure a 15 cm d'eau, tout au long du remplissage, de sorte que les reins soient
protégés en tout temps. (Le Normand et al. 2005) En condition normale, le reflux de l'urine vers les
reins n'est pas possible, car la pression dans le tiers inférieur des ureteéres est plus élevée que dans la
vessie, soit d'environ 25 a 30 cm d'eau. La structure de la vessie ressemble beaucoup a celle des
uretéres, l'intérieur est bordé par un épithélium, l'urothélium, suivi d'une sous-muqueuse, de la

musculeuse, puis recouvert d'un adventice de MEC et de fibroblastes.

La vessie des lagomorphes, donc des lapins, n'est pas tres différente de celle de 'homme. La couche

musculaire semble plus mince, mais I'urothélium est tout de méme typique.

1.1.2.1.1 La sous-muqueuse et les muscles vésicaux

Sous l'urothélium de la vessie, se trouve le stroma vésical composé de la sous-muqueuse et des
muscles vésicaux. Comme les ureteres, la vessie est un organe composé de muscles lisses
anatomiquement disposés de la méme fagon que dans Il'uretére décrit en section 1.1.1. Le
regroupement des muscles de la vessie, appelé le detrusor, est toutefois beaucoup plus volumineux
et davantage fort que dans les uretéres, afin de pouvoir propulser I'urine qu'elle contient a l'extérieur
du corps. Les muscles vésicaux sont innervés par les afférences du systéme nerveux autonome : le
parasympathique régit le relaichement des muscles, tandis que le systéme nerveux sympathique est
responsable des contractions vésicales. Entre la partie musculaire de la vessie et I'urothélium se
trouve une section importante appelée la sous-muqueuse. Elle comprend la lame basale sur laquelle

s'appuient I'urothélium et un stroma de tissus conjonctif lache juste en dessous, contenant des



fibroblastes. Des vaisseaux sanguins et certaines fibres nerveuses se retrouvent aussi dans la sous-
muqueuse. Celle-ci joue plusieurs réles dont celui de permettre 1'étirement de la vessie en phase de
remplissage, grace a sa structure flexible et élastique. (Cao et al. 2009) Cette section du stroma
vésical est effectivement composée de MEC dont le collagéne de type I, trés fortement concentré
sous la lamina propria, et de collagéne de type III, localisé davantage autour des fascias de muscles
lisses lorsque 1'on se rapproche de la musculeuse de la vessie. (Brown et al. 2005) Les fibres de
collageéne de type III prennent une conformation différente selon 1'état plus ou moins rempli de la
vessie : les fibres semblent désorganisées et aléatoires lorsque la vessie est vide, alors qu'elles sont
plutdt alignées avec l'urothélium lorsque la vessie est trés distendue. (Chang et al. 1998) Le méme
phénomene se produit pour les fibres de collagéne de type 1. Ces derniéres sont aussi reconnues
pour apporter au tissu une bonne résistance mécanique, ainsi qu'une structure qui supporte la
compliance de la vessie. Les fibres d'élastine participent pour leur part au processus de

rétrécissement de la vessie apres la miction. (Aitken & Bégli 2009)

Entre le stroma vésical et I'urothélium, la communication est a double sens et chacun exprime des
facteurs importants dans l'organisation et la différenciation de l'autre. En effet, le stroma peut
envoyer des signaux et/ou des facteurs de croissance aux cellules urothéliales attachées a la
membrane basale. (Yamany et al. 2014) Il semblerait que la différenciation de I'urothélium passe
par les signaux de régulation de l'acide rétinoique présent et produit dans le stroma, autant au niveau
embryologique qu'au stade adulte. (Gandhi et al. 2013) A leur tour, les cellules urothéliales envoient
aussi des signaux de différenciation aux cellules du stroma vésical, afin de provoquer la
différenciation des cellules mésenchymateuses en cellules musculaires lisses. (Cao et al. 2009;
Baskin et al. 1996) Ce phénoméne, qui mettrait en ceuvre la voie de signalisation de Sonic
HedgeHog (Shh), implique un gradient de concentration ou une forte concentration de Shh inhibe la
formation de cellules musculaires lisses (CML), alors qu'une faible concentration modifie le
phénotype des cellules mésenchymateuses qui acquicrent les caractéristiques des CML.
(Shiroyanagi et al. 2007) Ce processus, qui s'effectue autant lors de l'embryogénese qu'a l'age
adulte, permet la formation de la sous-muqueuse située juste en dessous de l'urothélium, contenant
des fibroblastes et aucun CML. La communication entre l'urothélium et les cellules
mésenchymateuses du stroma est aussi bien visualisée lors de l'utilisation de ces types cellulaires en
génie tissulaire. (Brown et al. 2005) Une plus grande infiltration des CML dans les matrices de
collagene lors de l'ajout de cellules urothéliale dans les modéles est un bon exemple de ce genre de

coopération entre les différents types cellulaires.



1.1.2.1.2 L'urothélium

L'urothélium est sans contredit la partie la plus spécialisée de la vessie de par sa complexité, son
unicité et son important role de barriere étanche contre l'entrée de l'urine dans les tissus
environnants. C'est la barriére la plus imperméable du corps humain avec une résistance €lectrique
transépithéliale d'un maximum de 75 000 Q/cm?. (Wu et al. 2009; Lewis & Diamond 1976; Negrete
et al. 1996) A titre indicatif, la peau peut atteindre une résistance transépithéliale de 3 940+0.27
Q/cm?. (Davies et al. 2004) Chez a peu prés tous les mammiféres (Firth & Hicks 1973), l'urothélium
est composé de trois couches de cellules : la couche basale contient les cellules progénitrices; la
couche intermédiaire pouvant contenir de un a quatre niveaux de cellules en voie de maturation ; la
couche superficielle ou l'on retrouve les cellules parapluies. Ces derni¢res sont les cellules
fonctionnelles et les seules qui soient completement différenciées de 1'urothélium. (Yamany et al.

2014) (Figure 2C)

L'urothélium est un épithélium de type transitionnel, ou toutes les cellules le composant devraient
avoir une attache a la lame basale. (Moll et al. 2008; Alonso et al. 2009) Depuis I'avénement de la
microscopie électronique, ce fait pourtant bien établie est contredit par certaines équipes. (Wu et al.
2009; Yamany et al. 2014) L'avenue la plus plausible semble étre celle qui préconise que la majorité
des cellules des deux premicres couches sont attachées a la membrane basale, tandis que les cellules
superficielles ne le sont pas. (Romih et al. 2005; Yamany et al. 2014) Dans ce cas, l'appellation

d'épithélium transitionnel devrait étre abandonné. (Wu et al. 2009)

Etant donné que tous les organes du systéme urinaire n'ont pas la méme origine embryologique, il
est fort probable que l'urothélium qui les tapisse soit aussi d'origines différentes. Effectivement,
'urothélium du pelvis rénal et des uretéres ont une origine mésodermique, tandis que l'urothélium
de la vessie et de 'urétre proximal proviennent de l'endoderme. (Batourina et al. 2005; Staack et al.
2005) Selon le Dr. Seifert, la portion distale de I'urétre proviendrait aussi de 1'endoderme. (Seifert et
al. 2008) Selon leur organe respectif, les cellules urothéliales sont donc différentes par leur
expression des uroplakines et par leur susceptibilité aux agressions chimiques. (Wu et al. 2009) En
considérant ce fait, il est logique de s'interroger sur la source idéale des cellules urothéliales a
utiliser pour la reconstruction de tissus in vitro. Selon le Dr. Atala, la vessie est la source de choix
pour extraire ces cellules pour leur utilisation en génie tissulaire, a condition d'avoir besoin qu'un
urothélium recouvre le tissu reconstruit pré-implantation. (Atala et al. 2006) (Voir la section 1.2.2)

Puisque nous désirons utiliser les cellules urothéliales dans notre modele d'uretre reconstruit par



génie tissulaire, nous procédons aussi a l'extraction de ces cellules & partir de biopsie de vessie et

c'est pourquoi la section suivante sur les cellules urothéliales vésicales est trés détaillée.

Les cellules urothéliales ont plusieurs roles, méme plus que ce qui était imaginé au départ.
Récemment, il a été démontré que les cellules urothéliales ont une activité sécrétoire qui leur permet
de communiquer entre elles et leur environnement. (Wu et al. 2009; Apodaca 2004) Elles ont, entre
autre, la capacité de modifier la composition de l'urine. (Shafik et al. 2005) Néanmoins, leur role
premier est de rendre la paroi vésicale étanche aux agents toxiques, et ce sont des protéines
transmembranaires appelées uroplakines (UP) qui leur confeérent leur grande capacité
d'imperméabilité. Elles se retrouvent en petite quantité dans les cellules intermédiaires, mais
davantage abondantes dans les cellules parapluies, ou elles sont un marqueur important de la
différenciation terminale de ces cellules hautement spécialisées. Certaines uroplakines sont
exprimées par les cellules intermédiaires de I'urothélium chez les rongeurs, mais ce n'est pas le cas
chez I'humain. (Firth & Hicks 1973) De plus, ce sont des protéines hautement conservées au cours

de I'évolution des mammiféres. (Wu et al. 1994; Garcia-Espana et al. 2006; Veranic et al. 2004)

Les uroplakines sont au nombre de cinq isotypes : l'uroplakine Ia, (UPIa), l'uroplakine Ib (UPIb),
l'uroplakine II (UPII), I'uroplakine Illa (UPIIla) et I'uroplakine I1Ib (UPIIIb), faiblement exprimée.
(Sun 1999; Wu et al. 1990) Elles s'organisent entres elles de fagon trés complexe, afin de former
une structure rigide a la surface apicale des cellules superficielles, nommée plaque asymétrique, une
traduction du terme anglais "asymetric unit membrane", qui recouvre 90 % de la surface apicale.

(Hicks 1965; Koss 1969)

Les étapes de la formation de la plaque asymétrique se produisent au fil du passage des protéines du
réticulum endoplasmique jusqu'a la membrane apicale. Les uroplakines, traduites dans le réticulum
endoplasmique rugueux, y subissent certaines modifications post-traductionnelles ou des sucres
sont ajoutés aux isoformes afin qu'elles s'hétérodimérisent. Les paires d'uroplakines, UPla/ UPII et
UPIb/UPIIIa, peuvent ensuite entrer dans le Golgi ou d'autres glucosylations ont lieu pour former
des tétrameres d'uroplakines. Les vésicules contenant les UPs cheminent dans le trans-Golgi ou les
protéines s'oligomérisent. Les vésicules discoides, qui bourgeonnent du réseau trans-golgien,
contiennent des plaques immatures d'UP. (Hudoklin et al. 2011) (Figure 1) Au fil de la formation de
la plaque asymétrique, qui consiste a l'assemblage des tétrameres, les vésicules rondes s'allongent
pour devenir des vésicules fusiformes, qui iront rejoindre la membrane plasmique. Lorsque la vessie
prend de l'expansion, les vésicules contenant des plaques matures s'externalisent a la membrane

apicale de la cellule urothéliale. (Wu et al. 2009) Yu et al. ont démontré en 2009 que
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Figure 1 : Maturation des vésicules d'uroplakines du Golgi a la membrane plasmique.

(1) Les vésicules contenant des hétérodiméres d’uroplakines (UPTVs) quittent le Golgi, puis fusionnent (2)
pour former des vésicules fusiformes immatures (iFVs) (3). Au long du parcours, les petites plaques d’UP
commencent a se former (4), en rouge, jusqu’a former les plaques matures d’UP qui sont complétes
seulement dans les vésicules fusiformes matures (mFVs) (6) prétes a leur externalisation a la membrane
plasmique (7). Modifiée de Hudoklin S. et al. 2011.

la stimulation mécanique exercée sur la paroi, stimule I'exocytose des vésicules fusiformes et le
transport d'ions dans les cellules parapluies. (Yu et al. 2009; Truschel et al. 2002) Clest via
l'exocytose des vésicules matures que ces cellules ont la capacité d'augmenter leur surface jusqu'a
50%, lorsque la vessie est a son volume maximum. (Yamany et al. 2014) In vitro, la différenciation
complete des cellules urothéliales est tres difficile a atteindre, voire impossible. Néanmoins, notre
groupe, (Cattan et al. 2011) a réussi a générer un urothélium exprimant des plaques d'UP matures
grace a la stimulation mécanique en bioréacteur, renforcant I'idée que les mécanorécepteurs de la

vessie ont un grand role a jouer dans le processus. (Olsen et al. 2011)

Les cellules parapluies sont des cellules polarisées qui expriment les UPs en grande quantité, mais
qui sont aussi caractérisées par d'autres marqueurs d'importance qui les distinguent des autres types
de cellules urothéliales. Des liens trés étroits entre ces cellules créent une bonne barriére grace aux
jonctions serrées (ZO-1, occludine, claudine 4, 8 et 12) (Acharya et al. 2004; Kreft et al. 2006) Les
cellules basales quant a elles, sont attachées aux cellules intermédiaires par des desmosomes, tandis
que les cellules basales sont attachées fortement a la lame basale grace aux hémidesmosomes.

(Jones. J. C. R. 2001)



Les cellules urothéliales expriment un regroupement unique de cytokératines (CK) propre a
I'urothélium qui suscite encore beaucoup de discussion dans la littérature. En effet, elles expriment
des CK que 1'on retrouve normalement strictement dans les épithéliums simples telles que CK20,
CK17, CK8/CK18 et CK7/CK19, ce qui renforce 1'idée que I'urothélium est de type transitionnel et
non de type stratifié. (Moll et al. 1982) De plus, on trouve CK19 et CK14 dans les cellules des
épithéliums malpigiens, stratifiés, mais non-kératinisés. (Moll et al. 2008; Alonso et al. 2009) Les
kératines spécifiques des épithéliums stratifiés sont aussi exprimées dans ['urothélium, mais

d'avantage au niveau des cellules basales. On y retrouve effectivement les CK13, CK 5/CK14.

Les seules cellules a exprimer la CK20 sont les cellules parapluies complétement différenciées.
(Romih et al. 1998; Sun et al. 1979) Les CK20 forment un réseau dense de filaments intermédiaires
qui guident les vésicules fusiformes vers la membrane apicale des cellules parapluies. (Alonso et al.
2009; Veranic & Jezernik 2002) Ce réseau de kératines treés dense remplace complétement le réseau
de filaments d'actine qui disparait alors de la surface apicale des cellules parapluies. (Romih et al.
1999) Le Tableau 1 résume les types de kératines exprimées dans 1'urothélium, leur emplacement et
leur classification normale, selon le type d'épithélium qu'elles représentent dans la classification des
kératines selon Moll, Southgate et Alonso. (Southgate et al. 1999; Alonso et al. 2009; Moll et al.
2008)

Epithélium simple Epithélium stratifié
Urothélium complet 8/18-7/19
Couches superficielles 20
Couches intermédiaires 13
Couches basales 17 5/14-13

Tableau 1 : Résumé de I'expression des kératines de l'urothélium selon leur emplacement dans
I'urothélium et leur classification normale dans la littérature.

Les cellules basales et certaines cellules intermédiaires de 1'urothélium exprimant le marqueur P63
seraient donc des progénitrices unipotentes (Yamany et al. 2014; Larsson et al. 2014) et peuvent

méme étre considérées par certains comme les cellules souches de I'urothélium.(Pignon et al. 2013)



La culture de cellules urothéliales est assez diversifiée, au point ou chaque équipe a développé sa
propre technique de culture. Elles sont cultivées avec une couche nourriciére et avec du sérum dans
certains cas (Chamorro et al. 2014; Cattan et al. 2011; Larsson et al. 2014) ou dans un milieu sans
sérum contenant des extraits de glandes pituitaires. (Orabi et al. 2013) Peu importe de quel organe
et de quelle fagon elles sont extraites, (voir la section 1.2.2) le but est de développer un urothélium
mature dans les substituts urétraux reconstruits par génie tissulaire. Comme mentionné plus haut,
seulement une situation in vitro permet la différenciation terminale des cellules parapluies : la
stimulation mécanique. (Southgate et al. 1999; Cattan et al. 2011) Effectivement, cette stimulation
peut reproduire les cycles de contraction et d'expansion de la vessie et ainsi permettre 1'organisation
du réseau de cytokératines et de protéines de transport des vésicules pour former un urothélium

exprimant a sa surface la plaque d'uroplakine.

1.1.2.2 L'urétre

Figure 2 : Anatomie et histologie de 1'urétre.

A) Représentation schématique de l'urétre male.1- Portion prostatique. 2- Portion membraneuse. 3- portion
pénienne. B) Trichrome de Masson d'une coupe transversale d'un urétre de lapin. Grossissement de 40X. C)
Trichrome de Masson d'un urétre de lapin. Les tétes de fleche représentent (de haut en bas) les cellules
superficielles ou parapluies, les cellules intermédiaires et les cellules basales.

L'urétre est le dernier organe par lequel 1'urine chemine jusqu'a son élimination compléte du corps.
(Gartner & Hiatt 2006) Cette structure tubulaire d'environ 3.5 cm chez la femme et 15 cm chez
I'homme est représentée en coupe transversale dans la Figure 2B (urétre de lapin) ou il est possible

d'apprécier les différentes structures anatomiques qui la composent. L'urétre de la femme, trés



court, est presque entierement recouvert d'un épithélium stratifié¢ non kératinisant et peu de chirurgie
sont consacrée a sa reconstruction, les exceptions étant le plus souvent des cas de traumatismes
graves. L'urétre male est pour sa part divisé en trois parties bien distinctes : l'urétre prostatique,
'urétre membraneux et l'urétre pénien. (Figure 2A) C'est cette derniére partie qui est touchée par la
malformation congénitale appelée hypospadias qui sera traitée dans la section 1.1.4 . C'est donc une
partie de l'urétre pénien que l'on tente de reconstruire avec les substituts urétraux reconstruits par

génie tissulaire.

L'anatomie de l'urétre de lapin est presque en tous points identique a celle de I'homme et il est
recouvert du méme épithélium. Cependant, certaines caractéristiques macroscopiques de l'urétre du
lapin doivent étre prises en compte lors de la manipulation en chirurgie. La paroi dorsale de l'urétre
est en contact étroit avec le corps caverneux, ce qui la rend trés mince et tres fragile comparée a la
paroi ventrale. Par ailleurs, les structures tissulaires qui entourent l'urétre de lapin ont des aspects
différents de chez 1'humain. Il a un pénis recouvert d'un fourreau et ses testicules se situent au
dessus du pénis, mais nos pratiques chirurgicales ne sont pas affectées par ces caractéristiques

physiques différentes.

1.1.2.2.1 La structure du stroma et des muscles urétraux

Comme les autres structures du bas systéme urinaire, l'urétre est composé de trois couches de
muscles : une longitudinale interne, une circulaire moyenne et une longitudinale externe. Les fibres
internes et moyennes proviennent de prolongements des fibres musculaires du detrusor de la vessie,
tandis que les fibres longitudinales externes sont plutdét composées de muscles striés. Comme il n'y
a pas de péristaltisme, ni de contraction importante de ces muscles, comme dans l'uretére et la
vessie respectivement, la couche musculaire de I'urétre est donc moins développée. Son rdle n'est
pas moins important pour autant, puisqu'elle est directement responsable de la continence urinaire.
(Leroi & Normand 2005) C'est plus précisément par les deux sphincters que les muscles urétraux
peuvent s'opposer a une éventuelle contraction de la vessie. (Figure 3) Le premier sphincter,
compos¢ de muscles lisses, est contrdlé par le systéme nerveux autonome et se trouve a la jonction
entre le col de la vessie et l'urétre proximal, c'est le sphincter urétral interne. Le deuxiéme, le
sphincter externe ou stri¢ du périnée, se retrouve au niveau de la membrane périnéale et est dirigé
par le systéme nerveux somatique, plus précisément par le nerf moteur périphérique appelé nerf

pudendal. (Leroi & Normand 2005; Yiou 1994)



Juste au-dessus de la couche musculaire de l'urétre se trouve la sous-muqueuse. Sa composition
rappelle celle de la sous-muqueuse de la vessie avec une forte prédominance de MEC, de

fibroblastes, de vaisseaux sanguin et de fibres nerveuses.

— Rectum
Vessie

Symphyse pubienne Col de la vessie : sphincter lisse

Uretre prostatique
Prostate

Sphincter strié

Figure 3 : Disposition anatomique des sphincters de 1'urétre chez 'homme.

Le sphincter urétral interne composé de muscle lisse se trouve au col de la vessie tandis que le sphincter stri¢
est plus distal, au niveau du périnée. Modifi¢e de : http://www.sphere-sante.com/incontinence-
information/incontinence-chez-homme.html

1.1.2.2.2 La structure de 1'épithélium urétral

La nature de I'épithélium qui recouvre la lumiére de l'urétre n'est pas clairement définie. Chez
I'humain, la grande majorité des études proposent qu'il y ait deux types d'épithéliums qui se
succedent le long de 'urétre. (Romih et al. 2005; Liang et al. 2005; Sun 1999; Staack et al. 2005) La
partie proximale, le premier tiers, serait recouvert d'un urothélium trés semblable a celui de la
vessie, tandis que les deux autres tiers seraient protégés par un épithélium stratifié non-kératinisant
et ce, jusqu'a la jonction avec la peau du prépuce. Il est fort probable que cet épithélium soit
différent chez les rongeurs. En effet, les études de Romih en 2005 démontrent que chez la souris,
l'urothélium arréte assez nettement a l'intérieur du col de la vessie pour ensuite laisser place a un
épithélium stratifié non kératinisant pour l'urétre proximal et distal. (Romih et al. 2005) L'absence
de l'urothélium dans la majorité¢ de l'uretre s'explique assez bien. Premiérement, les sphincters
bloquent en quasi permanence le passage de l'urine vers l'urétre, qui n'est donc pas continuellement

expos¢ a l'urine plus ou moins toxique. Deuxiémement, l'uretre, partagée par le systéme urinaire et
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génital, possede des glandes connexes qui lubrifient la lumiére de fagon a protéger I'épithélium qui

le recouvre. C'est pourquoi celui-ci n'a pas besoin d'étre aussi spécialisé que celui de la vessie.

Afin de reconstruire un substitut urétral par génie tissulaire, (Voir la section 1.2.2) il est donc
possible de choisir deux types d'épithélium a ensemencer a l'intérieur des greffons : I'épithélium
malpighien que l'on peut prélever de la muqueuse buccale et I'urothélium qu'on obtient a partir
d'une biopsie de vessie, d'uretére ou d'urétre. Etant donné qu'il est difficile de déterminer 1'endroit
ou le type d'épithélium change le long de l'urétre, ce type de biopsie est probablement le choix le
moins judicieux, d'autant plus qu'il aménerait des doutes au niveau du phénotype cellulaire. (Romih
et al. 2005) Une biopsie des uretéres comprend possiblement des cellules urothéliales avec un profil
d'expression des uroplakines différents, il est donc éliminé de nos choix de biopsie. (Larsson et al.
2014) Chez I'humain, afin d'obtenir un greffon contenant un épithélium capable de rapidement
contrer l'invasion de l'urine dans les tissus lors d'une greffe, les cellules utilisées proviennent donc

de biopsies de vessie. (Cattan et al. 2011)

Malheureusement, les greffons de lapins étant encore a un stade précoce de développement, aucune
cellule urothéliale n'a encore été ensemencée pour les greffes sur le lapin présentées dans le présent

mémoire. (Voir Chapitre 2)

1.1.3  Les composantes matricielles

Qu'elles proviennent de la sous-muqueuse de la vessie ou du derme de la peau, la matrice
extracellulaire (MEC) est une composante essentielle des tissus que 1'on désire reconstruire. C'est
pourquoi on lui accorde, dans cette section, une attention particuliere. Qu'elle provienne du lapin ou
de I'numain n'a pas d'importance, la spécificité de la MEC étant définie pour chacun des organes. En

effet, la composition de la matrice dépend du réle qu'elle joue dans un tissu donné.

1.1.3.1 Les roles de la matrice extracellulaire

Les cellules mésenchymateuses synthétisent et assemblent la majorité de la MEC, ce qui leur
permet, entre autres, de se créer un environnement propice a la survie. De ce fait, cette MEC est
donc fortement impliquée dans la communication avec ces mémes cellules. Les différents acteurs
composant la MEC jouent un réle dans la localisation cellulaire, l'induction de la migration, la
différenciation, la prolifération et méme l'apoptose. (Fernandes et al. 2006) La signalisation
cellulaire entre la MEC et les cellules enchevétrées a l'intérieur est assurée soit directement par les
récepteurs membranaires, soit par les facteurs de croissance qui y sont séquestrés. La MEC sert

alors de stockage moléculaire qui peut, par exemple, étre essentiel pour la création et la
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maintenance du réseau vasculaire (Berthod et al. 2012) essentiel a I'apport de nutriments pour les
cellules résidentes. De plus, la matrice extracellulaire a un role important de soutien mécanique
puisqu'en créant l'architecture du tissu, elle permet de maintenir son intégrit¢é autant dans le

mouvement du tissu que lors de l'absorption des chocs.

1.1.3.2 La matrice extracellulaire et ses composantes

Les composantes de la MEC sont trés nombreuses et different d'un tissu a l'autre. On y retrouve
entre autres les polysaccharides, qui regroupent les glycosaminoglycanes et les protéoglycanes, les

glycoprotéines d'adhérence et les protéines de structure.

Les glycoaminoglycanes (GAG), des molécules composées de chaines complexes de sucres, sont
représentés par I’acide hyaluronique, le chondroitine-sulfate, le dermatane-sulfate, 1’héparane-
sulfate et I’héparine. La quantité de GAG dans un tissu donné est directement liée a la force
mécanique absorbée par ce tissu. Par exemple, les cartilages articulaires contiennent beaucoup plus
de GAG que les tendons qui en contiennent trés peu, car ils ne sont pas soumis a des forces de
compression. (Culav et al. 1999) L'acide hyaluronique interagit autant avec des récepteurs
membranaires qu'avec d'autres composantes de la MEC tels que les collagénes, les laminines et la
fibronectine. Le dermatane sulfate est pour sa part, un polysaccharide linéaire qui s'assemble en
dipolysaccharides et qui en s'associant avec les fibres de collagéne, apporte une stabilité mécanique
au tissu. (Hardingham & Fosang 1992) L'héparane sulfate est plutdt impliqué dans la croissance
cellulaire. Il est localisé et méme attaché a la membrane plasmique et séquestre les facteurs de
croissance tel que le facteur de croissance des fibroblastes basique (bFGF). (Bishop et al. 2007;
Mohammadi et al. 2005; Héroult et al. 2004)

Les protéoglycanes sont des protéines fortement chargées négativement contenant des
polysaccharides. Parmi les plus abondantes, on retrouve la décorine et le perlecan. Ce dernier est
retrouvé au niveau de la membrane basale, tandis que la décorine est trés ubiquitaire. Plusieurs roles
sont attribués aux protéoglycanes, tels que la rétention de I'nydratation de la MEC et la capacité de
stabiliser les réseaux de collagénes, et ainsi augmenter les caractéristiques mécaniques d'un tissu.
De plus, ces glycoprotéines ont la capacité de gérer la biodisponibilité de certains facteurs de

croissance. (Bornstein et al. 2004)

Les laminines et la fibronectine sont des glycoprotéines d'adhérence, surtout impliquées dans la
communication entre les cellules mésenchymateuses et la MEC. De plus, la fibronectine est une

protéine présente dans tous les tissus conjonctifs et posséde des sites de liaison avec les collagénes
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et I'héparine entre autre. (Wierzbicka-Patynowski & Schwarzbauer 2003) Elle est responsable d'une
partie importante des communications entre la MEC et les cellules résidentes par ses sites de liaison
avec les intégrines. (Gee et al. 2008) Ces récepteurs sont la source de la motilité cellulaire par la
création des points focaux d'adhésion avec la MEC et la modification du cytosquelette. La
fibronectine aurait méme un role important dans la stimulation de la prolifération et de la
différenciation cellulaire. (Wierzbicka-Patynowski & Schwarzbauer 2003) Les laminines quant a
elles, sont un groupe de protéines impliquées dans la formation de la lame basale. (Timpl et al.
1979) La laminine 5 plus précisément, interagit avec les hémidesmosomes et crée un lien tres solide

entre la lame basale et les premiéres cellules d'un épithélium. (Hohenester & Yurchenco 2013)

Les derniéres composantes qui seront abordées dans cet ouvrage sont les protéines fibreuses dites de
structure : 1'¢lastine et les collageénes. L'¢lastine est la composante majeure des fibres €lastiques qui
sont dispersée aléatoirement dans les tissus conjonctifs. En microscopie optique, il est possible de
les voir seulement avec des colorations histologiques spéciales comme l'orcéine et I'hématoxyline
de Verhoeff, par exemple. Le nom des fibres élastiques définit leur rdle : elles apportent I'élasticité
au tissu grace aux réseaux fibrillaires qu'elles forment en s'enchevétrant avec plusieurs autres
glycoprotéines. C'est grace a 1'¢élastine que les tissus qui composent des organes comme la vessie
ont la capacité de retrouver un état de relaxation suite a un étirement. (Dass et al. 1999)
Malheureusement, en culture, il est difficile d'obtenir un réseau d'élastine complexe et fonctionnel
da a la présence d'acide ascorbique dans les milieux de culture. (Davidson et al. 1997) En effet, des
études démontrent que l'acide ascorbique diminue la stabilité de 'ARN de 1'élastine, ainsi que la
transcription de son gene. Or, il est nécessaire de mettre les fibroblastes en présence d'acide
ascorbique, afin de provoquer la synthése et I'assemblage du collagéne in vitro. Bien que 1'élastine
soit importante, dans la catégorie des fibres de structure, les collagénes représentent la composante

dominante.

1.1.3.3 Les collagenes

Les collagénes forment une grande famille totalisant de 26 a 28 types différents de collagénes selon
les auteurs. (Ricard-Blum 2011; Brodsky & Persikov 2005; Gelse et al. 2003; Myllyharju &
Kivirikko 2004) La composition en acides aminés et la structure des collagenes différent selon leur
type. Ils peuvent étre regroupés dans des groupes distincts tels que les collagénes fibrillaires,
formant de grandes fibres solides (I, II, III, V, VI), les fibrilles associés aux collagénes, les
collagénes qui s'organisent en réseaux (IV), les courtes et les longues fibrilles, etc. (Gelse et al.

2003) Peu importe leur type, tous les collagénes contiennent une structure faite de trois chaines
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peptidiques en hélice a reliées entre elles. (Piez 1984) Rassemblés, les collagénes représentent
environ un tier du poids de toutes les protéines du corps humain. (Ricard-Blum 2011) Alors que
certains sont ubiquitaires, d'autres sont assignés a un type de tissu précis. Par exemple, les
collageénes de type II et XI sont présents dans les cartilages, le type V dans la cornée et le type IV
est retrouvé dans toutes les membranes basales. D'autres types de collagénes ont été découverts plus
tardivement tels que les types XVI, XIX, XX, XXI et XXII. (Ricard-Blum et al. 2000; Koch et al.
2004) Ce sont des collagenes avec des domaines en I'hélice alpha qui alternent avec des domaines
globulaires. Ils ne seront toutefois pas traités dans ce mémoire. Les collagénes fibrillaires sont ceux
qui nous intéressent le plus, car ils sont produits dans les tissus reconstruits par génie tissulaire
suivant la méthode d'auto-assemblage. Ils sont composés soit par des homotriméres, c'est-a-dire
trois chaines a identiques, ou par des hétérotrimeres. (Fraser et al. 1979) Les collagenes fibrillaires
de types I et III sont les plus abondants dans les stromas vésicaux et urétraux; ils sont donc ici

abordés plus en détails.

Le collagene de type I est de loin le plus abondant de tous les types. Il est composé de deux chaines
peptidiques al et de une a2 ce qui génére une fibre compléte de 50 nm de diamétre. (Matthews et
al. 2002) Le collagene de type I apporte une stabilité et une grande résistance mécanique aux tissus
ou il est majoritaire. Il est présent dans les tendons, les os et les tissus mous comme le derme, ainsi
que dans tous les autres tissus conjonctifs sauf le cartilage hyalin, le corps vitré de I'ceil et le

cerveau. (Gelse et al. 2003)

Le collagéne de type III est aussi assez présent dans le derme et beaucoup d'autres tissus conjonctifs
et il est généralement retrouvé en association avec le collagéne de type 1. (Fleischmajer et al. 1990)
De plus, il est concentré autour des faisceaux de muscles lisses dans les organes comme la vessie
par exemple. (Brown et al. 2005) Le collagéne de type III apporte une élasticité aux tissus, c'est
pourquoi il est en plus grande quantité dans les organes tels que la peau et les vaisseaux sanguins.
(von der Mark 1981; Mayne 1986) Sa structure est caractérisée par la présence de trois chaines ol

identiques.
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Figure 4 : Conformation du procollagéne.

Le procollagéne contient, en plus de sa triple hélice, des pro-peptides globulaires qui sont clivés suite a sa
sécrétion dans 1'espace intercellulaire, ou il devient le tropocollagene. Ce dernier est désigné comme étant le
collagéne mature, composé de la triple hélice et de télopeptides situés aux extrémités C et N-terminales.
Figure modifiée de : Fan et al. 2012

Bien que certains types de cellules épithéliales (Van Agtmael & Bruckner-Tuderman 2010) et les
cellules endothéliales (Anderson & Hinds 2012) peuvent synthétiser les collagénes, ce sont les
cellules mésenchymateuses qui en produisent le plus. De plus, les différents collagénes fibrillaires
ont sensiblement la méme composition et sont assemblés de la méme fagon. Ils sont toujours
composés de trois chalnes peptidiques arrangées en hélice alpha avec des domaines globulaires se
trouvant seulement aux extrémités terminales. (Figure 4) (Ricard-Blum & Ruggiero 2005) La
nature des chaines et leur composition en acides aminés différent selon les types, mais elles sont
toujours composées d'une répétition d'un triplet d'acides aminés commengant par une glycine (Gly-
X-Y)n. (Kolacna et al. 2007) Le X est trés fréquemment une proline, tandis que le Y est le plus
souvent une hydroxyproline. Cet acide aminé est en fait une proline qui a subi une modification
post-traductionnelle conduisant a son hydroxylation. Les collagénes fibrillaires comprennent entre
33 et 40 % de glycine, entre 10 et 13 % d'hydroxyproline et environ 14% de proline. (Brodsky &
Persikov 2005; Traub & Plez 1971)

Les genes codants pour les collagénes ont des promoteurs activés par plusieurs facteurs de
croissance et quelques cytokines, dépendant du type cellulaire. Aprés leur transcription dans le
noyau, les ARN messagers sont traduits a leur entrée dans le réticulum endoplasmique rugueux.
(Figure 5) Les molécules de procollagéne y subissent une suite de modifications post-
traductionnelles jusqu'a leur sortie du Golgi. Une modification trés importante est catalysée par les
enzymes prolyl-4-hydroxylase et lysyl-hydroxylase qui hydroxylent les prolines et les lysines
respectivement. (Kivirikko & Myllyharju 1998) Ces ajouts sont d'une importance cruciale pour la
stabilisation thermique de la triple hélice de collagéne. (Némethy & Scheraga 1986) En effet, les
résidus hydroxylés des prolines permettent la formation des liens hydrogénes intermoléculaires qui

renforcent la triple hélice. Dans les collagénes fibrillaires, environ 50 % des prolines sont
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hydroxylées en position 4 du cycle aromatique. Les hydroxylysines sont, pour leur part, le lieu de
transfert de certains sucres et servent a renforcer les liens intermoléculaires entre les fibrilles de

collagéne.
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Figure 5 : Assemblage du collagéne.
Tiré de Culav 1999. Les détails de 1'assemblage du collageéne sont présentés dans le paragraphe ci-dessous.

La liaison des trois chaines de procollagéne est initiée par l'alignement des extrémités C-terminales.
Ensuite, des ponts hydrogénes sont formés entre les hydroxyprolines, afin de créer la structure en
triple hélice. Les triméres de collagéne sont excrétés du Golgi vers l'espace extracellulaire ou les
extrémités globulaires, les propeptides, sont clivées. Le clivage du propeptide en C-terminal
régulerait la formation des fibrilles de collagéne. (Gelse et al. 2003) La stabilisation des fibres de
collagéne est ensuite due a I'nydroxylation des résidus lysines des télopeptides par la lysyl-oxidase.
En effet, ce sont les télopeptides, de forme non-hélicale, qui sont directement impliqués dans
l'assemblage des fibres de tropocollageéne par la création de liens covalents trés solides. Plus les
lysines des télopeptides sont hydroxylées, plus le collagéne forme une structure solide de sorte que
presque toutes les lysines portent un groupement OH dans le cartilage, tandis que dans la peau, elles

sont presque indétectables. (Culav et al. 1999) Les télopeptides sont aussi trés importants dans
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l'interaction avec les autres composantes de la MEC. C'est 'alternance entre les fibres ordonnées par
l'assemblage plus ou moins dense du réseau de tropocollagéne qui provoque un motif stri¢, ou
s'alternent des bandes claires et sombres, lorsque 1'on observe le collagene en microscopie. (Hulmes

& Miller 1981) Cette périodicité des fibres est par exemple de 67 nm pour le collagéne de type 1.

1.1.3.3.1 Les collagenes en culture cellulaire

En culture cellulaire, la production de collagéne par les fibroblastes dans un laps de temps
raisonnable demande inévitablement la présence d'acide ascorbique. (Ishikawa et al. 1997) Elle est
un cofacteur important de la prolyl-4-hydroxylase et de la lysyl-hydroxylase, mais cette vitamine
essentielle n'est pas produite par les cellules humaines et doit donc étre ajoutée. Depuis longtemps,
plusieurs chercheurs ont prouvé que grace a l'addition de ce facteur en culture, les fibroblastes
avaient la capacité d'assembler la triple hélice de collagéne et de faire les liaisons covalentes
nécessaires a la solidité des fibres in vitro. (Grinnell et al. 1989; Hata & Senoo 1989) De plus,
l'acide ascorbique aurait aussi la capacité d'augmenter l'expression génique des collagénes de type I
et III dans les fibroblastes dermiques humains. (Geesin et al. 1988) Dans une situation ou la cellule
aurait un manque prolongé d'acide ascorbique, les prolyl-4-hydroxylases ne pourraient plus
modifier les prolines et les monomeres de collagéne mal repliés seraient dégradés ou pourraient
s'accumuler dans la cellule et étre dégradés par le protéasome. (Walmsley et al. 1999; Switzer &

Summer 1972)

Différentes molécules sont connues pour augmenter la synthése, l'assemblage et le dépdt du
collagéne par des cellules mésenchymateuses in vitro. Dans le présent projet, certains de ces
produits ont été sélectionnés et leur effet a été testé sur les fibroblastes et cellules musculaires lisses

de lapin : 'adénosine, 'acide lysophosphatidique (LPA) et l'cestrogene.

L'adénosine est connue pour son implication dans la sclérodermie ou son action, par l'entremise des
récepteurs A2A, engendre l'augmentation de la production de collagéne par les fibroblastes
dermiques. (Lazzerini et al. 2012; Nakav et al. 2009) Cet additif est généralement étudié dans les
maladies caractérisées par une fibrose de différents organes comme le foie, la peau et les poumons,
par exemple. Néanmoins, son action peut &tre appliquée au génie tissulaire afin d'augmenter la
production de matrice dans les tissus reconstruits. Par contre, 1'adénosine inhiberait la libération de
I'ATP dans les cellules urothéliales de lapin a une concentration endogéne de 0.6uM. (Dunning-
Davies et al. 2013) La relache d'ATP est un processus important qui est induit lors de la phase de
remplissage de la vessie. Comme il ne faut pas créer d'interférence avec ce systéme, il sera

important de retirer 1'adénosine lors de I'ajout des cellules urothéliales dans le mode¢le.
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Le LPA, quant a lui, est un lipide bioactif naturellement présent dans les membranes cellulaires.
Aussi impliqué dans certaines maladies fibrotiques, (Castelino et al. 2011; Pradére et al. 2008) il
prend part au processus de dépot du collagéne produit par les fibroblastes dermiques humains. De
plus, les cellules dermiques cultivées en présence de LPA ont une expression réduite en alpha-
actine du muscle lisse (a-SMA), ce qui est intéressant, car la contraction des tissus reconstruits est
un processus a éviter et I' a-SMA est un joueur important dans ce type de réaction tissulaire.
Finalement, notre équipe a déja montré son efficacité dans la méthode d'auto-assemblage. (Chabaud

et al. 2013) (Voir la section 1.3)

L'eestrogene est largement reconnue pour son effet fibrosant dans la sclérodermie, par exemple. Par
l'activation des récepteurs E2, l'cestrogeéne agit sur les fibroblastes dermiques de plusieurs facons.
Premierement, cette hormone augmente les taux de synthése de TGF- dans les fibroblastes
dermiques, ce qui influence directement la production de collagéne par la cellule. (Ashcroft et al.
1997) De plus, 'eestrogeéne augmente significativement la quantité de collageéne, de fibronectine et
de laminine dans les cultures de fibroblastes dermiques humains. (Soldano et al. 2010) Il semble
méme qu'elle accélére le processus de réparation de la peau. (Gilliver et al. 2007) C'est donc pour
toutes ces raisons que l'cestrogene a été choisie pour améliorer la quantité de MEC dans les cultures
de fibroblastes de lapin. Néanmoins, il sera important de porter une attention particuliére a
l'utilisation de ce produit lors de la culture des cellules urothéliales. En effet, les cellules de
'urothélium ont des récepteurs pour l'cestrogeéne et répondent aux stimuli endogénes et exogenes en
modulant les sensations envoyées par la vessie lors de son remplissage. (Blakeman et al. 2000)
L'eestrogeéne est aussi impliquée dans la prolifération des épithéliums et 1'urothélium ne fait pas

exception. (Teng et al. 2008)

1.1.3.3.2 Le dosage des collagenes

Le collagene peut étre dosé par une multitude de méthodes dans plusieurs buts différents. En
médecine, il est intéressant de le doser a des fins diagnostiques. Sa quantification est plutot pour
nous une méthode d'analyse, afin de déterminer quelles conditions de cultures des cellules
mésenchymateuses permettent un plus grand dépot de collagéne. Plusieurs méthodes de dosage du
collagéne existent dans Ia littérature comme la colorimétrie, la chromatographie liquide de haute
performance, la radioactivité, la spectrométrie de masse (Tredget et al. 1990), I'enzymologie (Ito et
al. 1985), etc. Ces techniques différent entre elles par leur spécificité, leur sensibilité, leur

reproductibilité, leur complexité et, bien siir, par leur approche expérimentale. Dans ce mémoire, les
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deux techniques préconisées utilisent la colorimétrie et elles ont été choisies pour leur simplicité

autant dans le matériel utilisé que dans l'exécution.

La premiére méthode est le dosage du collagéne par la coloration au Sirius Red . Cette technique
permet de doser seulement les collagenes solubles dans l'acide faible, qui ne sont pas trés fortement
assemblées. Effectivement, la pepsine, utilisée pour cliver les télopeptides du tropocollagéne, n'a
pas la capacité de cliver la triple hélice de collagéne. Le collagéne qui a subi plusieurs étapes de
maturation et dans lequel les fibrilles sont fortement assemblées ne pourra pas &tre dosé par cette
méthode. (Bailey et al. 1974) Normalement utilisé en microscopie, le Sirius Red est un colorant
anionique rouge qui se fixe a la suite d'acide aminés Gly-X-Y de la triple hélice de collageéne. 11 agit
de la méme facon lorsqu'il est utilisé pour colorer du collageéne en solution, ce qui permet de doser

le colorant emprisonné dans les hélices par colorimétrie.

La deuxiéme technique utilisée dans ces travaux est le dosage de I'hydroxyproline (hyP). Comme
cet acide aminé est en majorité présent dans les collagénes, la quantité d'hydroxyproline dans un
tissu est tres révélatrice de la quantité de collagéne qu'il contient. De plus, I'hyP est reconnue pour
étre un acide aminé relativement facile a doser, ce qui permet d'obtenir une technique de dosage
sensible. (Reddy & Enwemeka 1996) Beaucoup de protocoles de dosage de l'hydroxyproline
utilisent la radioactivité, mais ce genre de techniques tend a €tre éliminé, car il nécessite davantage
d'installations et de protection. C'est pourquoi nous avons plutdt mis sur pied un protocole de
dosage par colorimétrie inspiré de ce qui se faisait dans la littérature. (Badadani et al. 2007) Cette
technique nous permettra de doser le collagéne total des tissus reconstruits, c'est-a-dire les fibres
matures et immatures nouvellement assemblées. C'est donc une méthode plus sensible et davantage
reproductible que le dosage par la coloration au Sirius Red , mais les deux techniques nous donnent

des informations différentes au sujet du collagéne que contiennent les tissus analysés.

1.1.3.3.3 Les différences entre les collagénes humains et lapins

En général, la composition du collagéne de lapin est trés semblable a celle des autres mammiféres.
I1 présente quelques petites différences, surtout au niveau des télopeptides. (Bornstein & Nesse
1970) En effet, les extrémités C-terminales des chaines o présenteraient des différences dans la
composition en acides aminés comparativement au rat et au veau. Néanmoins, la séquence en N-
terminal de la chaine al du lapin est identique a celle du rat et presque identique a celle de 'humain
a trois acides aminés pres. (Traub & Plez 1971) L'extrémité N-terminale de la chaine a2 du lapin est

cependant différente de celle du rat, de I'humain et du poulet. (Becker et al. 1975) Rien n'indique
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dans la littérature que les séquences des portions hélicales des chaines a du lapin différent de celles
de I'humain. La périodicité du collagéne chez le lapin est aussi la méme que chez 'humain, soit 67
nm. (Choi et al. 2012) Toutefois, malgré sa grande ressemblance avec le collagéne humain et murin,
le collagéne de la peau de lapin est moins soluble que les autres, possiblement di a des différences
au niveau des liens covalents qui permettent 1'assemblage des fibres entres elles. (Bornstein &

Nesse 1970)
1.1.4 Les pathologies et malformations

En urologie, la malformation congénitale la plus courante est I'nypospadias (

figure 6B) avec une prévalence de 1 male sur 150 a 300 selon les pays et ethnies. (Caione 2009;

Pierik et al. 2002; Virtanen et al. 2001) Différents degrés de sévérité (

Figure 6C) sont associés a cette pathologie qui est cependant toujours caractérisée par un
développement inachevé de l'urétre pénien au cours de 1'embryogénese. L'ouverture de l'urétre se
retrouve donc a la face ventrale du pénis plutdét que d'aboutir a l'extrémité distale du gland. La
sévérité de la malformation est reliée a I'endroit ou s'ouvre l'urétre : dans la partie antérieure du
pénis sous le gland, pour les cas mineurs, au niveau du corps du pénis dans les cas moyens, ou
davantage en partie postérieure, a la jonction pénoscotale, au niveau du scrotum ou du périnée pour
les cas les plus contraignant. (van Rooij et al. 2013) Les cas d'hypospades s'accompagnent
généralement d'une absence ou d'une malformation du prépuce en face ventrale, ainsi que de cordée
(courbure pénienne ventrale) plus ou moins sévére selon la gravité des cas. (Lund et al. 2009) Les
causes de l'hypospadias ne sont pas encore connues, mais la présence de cas familiaux suggere,
entre autres, une composante génétique qui pourrait correspondre a 9 a 10 % des cas. (Kalfa et al.
2008; Geller et al. 2014; Van de Putte et al. 2014) Selon une étude de Feitz, les cas d'hypospades
familiaux correspondraient aux troubles davantage antérieurs et moyens. De plus, plusieurs facteurs
de risques reliés a certaines conditions de la femme pendant la grossesse sont mis en évidence.
Parmi ceux-ci sont cités l'obésité, la prise de contraceptifs hormonaux, les accouchements
prématurés, I'hypertension, les grossesses multiples, la déficience placentaire, etc. (van Rooij et al.

2013)
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Figure 6 : Représentation schématique de 1'hypospadias.

A) Le pénis normal avec l'urétre qui aboutit dans la partie la plus distale du gland. B) Le pénis atteint
d'’hypospadias ou l'urétre aboutie dans la partie ventrale de celui-ci. C) Différents stades de gravité de
I'hypospadias. Modifiée du site Internet suivant : http://quizlet.com/6385842/male-genital-flash-cards /
©StéphaneBolduc.

Une étude longitudinale d'une durée de 28 ans au Danemark décrit une augmentation significative
de la prévalence annuelle de 'hypospadias de 2.4%. (Lund et al. 2009) Cette réalité est expliquée
par l'avénement de la fertilisation in vitro, ainsi que par l'augmentation des traitements a la
progestérone et aux cestrogenes, afin de faciliter la conception. (Holmes et al. 2004; Klip et al.
2002; Reethuis et al. 2009) La présence accrue de pesticides (Baskin et al. 2001) qui se retrouvent
autant dans les eaux, les poissons, les animaux ou autres aliments, ainsi que certaines habitudes
alimentaires des femmes gestantes telle qu'une dic¢te végétarienne riche en phyto-cestrogenes,
seraient tous des facteurs de risques de I'hypospadias. (North & Golding 2000) Comme plusieurs
malformations génitales chez I'homme, 1'augmentation de la prévalence de I'hypospadias peut &tre
causée par plusieurs facteurs environnementaux jusqu'ici soupgonnés, mais mal compris. Par
exemple, plusieurs substances chimiques interférant avec les hormones endogénes pourraient
provoquer des dérangements hormonaux au cours de I'embryogénése, menant a ces malformations.

(Yiee & Baskin 2010)

Bien que nous travaillons essentiellement a la mise en ceuvre d'un substitut urétral destiné a la

reconstruction des hypospadias, notre substitut sera en mesure de corriger d'autres pathologies qui

21



sont dites acquises. Notons ici les cas de cancers ou de traumatismes, tels que les fractures
péniennes, des traumas internes graves ou des sténoses urétrales provoquées par des manipulations
médicales quelconques. Tous ces troubles qui aménent une dysurie peuvent conduire a la pose de
cathéter suprapubien pour détourner l'urine dans les cas de sténoses complétes ou de perte d'un
segment de 'urétre. La reconstruction de I'urétre vise donc a redonner une qualité de vie au patient

et lui permettant d'étre de nouveau continent.

Les techniques standards de reconstruction chirurgicale sont choisies en fonction de la nature de la
blessure ou de la malformation, de la longueur de 1'urétre a reconstruire, du choix et de l'expérience
du chirurgien. Selon certains urologues, la réussite de la greffe est souvent attribuée a la
compétence du chirurgien. (Farrokhyar et al. 2010; Oerlemans et al. 2013; Fossum & Nordenskjold

2010)

1.2 Les méthodes de reconstruction urétrale

1.2.1 Les chirurgies de reconstruction standard

Plusieurs types de chirurgies de reconstruction sont pratiquées de nos jours pour restaurer
l'apparence et la fonctionnalit¢ des tissus péniens et malheureusement, la majorité sont
accompagnées d'une morbidité importante et de plusieurs conséquences associées a la chirurgie et

au type de tissu utilisé pour chacune d'elles.

On peut avoir recours a un remplacement de toute la circonférence de l'urétre ou encore d'une partie
de la circonférence, lorsque 'urétre est partiellement endommagé. On peut aussi devoir reconstruire
une portion plus ou moins grande de l'urétre. Malheureusement, dans les cas de reconstruction de
longs défauts urétraux, le taux de réussite est d'environ 50%. (Raya-Rivera, Esquiliano, Yoo,
Lopez-bayghen, et al. 2011) De plus, le Dr. Feitz insiste sur le fait que méme si le chirurgien est
expérimenté, le taux de complications & long terme (plus de 10 ans) pour la reconstruction
d'hypospade en pédiatrie est d'environ 54%. (Nuininga et al. 2005) Normalement, les enfants ayant

un hypospade sont opérés entre I'dge de 6 et 12 mois. (Wein et al. 2011)

Toutes les caractéristiques physiques de la malformation doivent étre prises en compte dans la prise
de décision du protocole de chirurgie. Les méthodes de reconstruction sont nombreuses et a la
discrétion du chirurgien. Pour la reconstruction de courts segments urétraux, les chirurgiens peuvent
utiliser le prépuce, s'il est présent, ou procéder avec les tissus environnants. Dans les cas ou la

section a reconstruire est plus grande, d'autres avenues doivent étre envisagées. En effet, il est
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possible d'utiliser des morceaux de peau génitale, comme une portion du scrotum (Mangera &
Chapple 2013) ou encore des morceaux de peau provenant d'ailleurs sur le corps. (Zinman 1997;
Sugita et al. 2001) Dans les deux cas, la complication la plus fréquente est la pousse de poil dans le
greffon pouvant provoquer la formation de lithiases. (L. Xie et al. 2013) C'est aussi un facteur de
risque d'infection post-greffe. Pour éviter ces complications récurrentes, les chirurgiens optent

maintenant pour de nouvelles approches comme l'utilisation de la muqueuse buccale.

Les chirurgies de reconstruction urétrales proposant l'utilisation de cellules de la muqueuse buccale,
de préférence de l'intérieur des joues, du dessous de la langue (Mangera & Chapple 2013) ou de
l'intérieur des levres, comportent des avantages considérables. (Caldamone et al. 1998) Le plus
important étant sans contredit 1'absence de poil dans ce type de muqueuse et donc 1'impossibilité de
repousse de poil a l'intérieur de l'urétre, ce qui n'est pas le cas lors de l'utilisation de la peau par
exemple. (Barbagli et al. 2014) Néanmoins, il est important de préciser que l'utilisation de la
muqueuse buccale n'est pas sans risque de complications du site donneur. En effet, des infections,
des pertes de sensation, des troubles de salivation, une perte de l'amplitude d'ouverture de la
bouche, la douleur et d'autres problémes peuvent survenirs. (Dublin & Stewart 2004) Bien que cette
technique soit présentement l'avenue la plus utilisée pour les longs défauts urétraux, la

reconstruction doit avoir lieu en deux temps, ce qui implique davantage de risques opératoires.

Pour contrer le probléme, le génie tissulaire est un choix judicieux pour reconstruire les tissus 1ésés,
fibrosés ou complétement inexistants. Le manque de tissus pour procéder aux chirurgies de
reconstruction est sans doute la contrainte majeure amenant les médecins a se tourner vers le génie

tissulaire pour trouver d'autres sources de tissus.

1.2.2  Le génie tissulaire

Le génie tissulaire est une partie intégrante de la médecine régénératrice, une branche de la
médecine moderne décrite en 1999 par William Haseltine qui a pour but de restaurer la fonction
biologique d'un organe altéré ou inexistant. (Garriboli et al. 2014) Le génie tissulaire allie
l'ingénierie et les sciences biologiques, afin de nous permettre de reconstruire des tissus vivants ou
inertes pouvant remplacer ceux du corps ayant perdu leur intégrité. (Hasetine 1999) Le génie
tissulaire sert trés bien le domaine urologique en permettant la reconstruction de vessies, d'uretéres
et d'uretres, construits avec une multitude de biomatériaux différents, et pouvant étre greffés sur

I'animal ou I'humain selon les besoins.
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Plus précisément, le génie tissulaire permet de reconstruire des urétres a partir de matériaux
manipulables, ensemencés ou non avec des cellules autologues de plusieurs sources différentes.
Notons entre autre ['utilisation de cellules souches de I'uretére récoltées par biopsie (Larsson et al.
2014), des cellules souches de 1'urine (Bharadwaj et al. 2013) ou des cellules somatiques provenant
de lavement de vessie (Fossum et al. 2012) ou encore de biopsie de vessie. (Cross et al. 2005; Raya-
Rivera, Esquiliano, Yoo, Lopez-bayghen, et al. 2011; Cattan et al. 2011) Certains préférent utiliser
uniquement des cellules mésenchymateuses (Micol et al. 2012), tandis que d'autres privilégient
l'ensemencement de cellules urothéliales & l'intérieur de leurs greffons avant I'implantation
(Imbeault et al. 2013). Les matériaux utilisés pour la production des urétres reconstruits peuvent
étre de fabrication synthétique, a base de fibres naturelles, étre une conception mixte ou encore
provenir d'organes décellularisés animaux ou humains. Le Tableau 2 recense une bonne partie des

essais in vivo de reconstructions d'urétres effectuées a partir de toutes ces classes de biomatériaux.

1.2.2.1 Les matrices décellularisées

En général, les matrices décellularisées a partir d'organes humains ou animaux sont une bonne
alternative, car elles consistent en une matrice semblable au tissu natif avec la capacité¢ d'étre
colonisées assez rapidement par les cellules de 1'hote, a condition d'étre greffées dans un endroit
richement vascularisé. (Mangera & Chapple 2013) II s'agit de biomatériaux intéressants puisqu'ils
contiennent naturellement des facteurs pro-angiogéniques, comme le VEGF, ayant la capacité
d'améliorer la prise de la greffe. (Hodde et al. 2001) Les matrices décellularisées sont aussi
reconnues pour contenir, méme apres la décellularisation, des facteurs de croissance en assez grande
quantité pour améliorer les résultats post-greffe. (Chun et al. 2007; Hurst & Bonner 2001) Bien que
les matrices décellularisées soient un environnement propice pour les cellules qui y sont
ensemencées, les traitements qu'elles subissent pour étre lavées de toutes les cellules et de I'ADN
qu'elles contiennent affectent sans aucun doute leur composition et structure matricielle. (Reing et

al. 2010)

Depuis environ 10 ans, plusieurs équipes travaillent a produire un substitut urétral reconstruit a
partir de sous-muqueuse d'intestin de porc décellularisée (SIS) avec un succés parfois bon, parfois
trés faible et rarement excellent. La majorité des chirurgies recensées dans le Tableau 2 sont
effectuées chez I'humain. Néanmoins, certains chercheurs ont auparavant tenté les chirurgies sur les
animaux, notamment sur le lapin. (Sievert et al. 2000; Kropp et al. 1998; Hill et al. 1994) Plusieurs
équipes sont d'avis que les greffes auraient davantage de succeés si les matrices étaient

recellularisées de facon autologue avant l'implantation. De plus, le SIS peut étre colonisé in vitro
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par les cellules urothéliales et les cellules musculaires lisses. (Zhang et al. 2000) Par contre, on ne
peut plus parler ici de « off-the-self product » ou « produit tablette », car le temps requis pour
construire le biomatériau est allongé de quelques semaines et le colt de production est plus élevé,
soit environ six fois plus. (Mangera & Chapple 2013) Etant donné les résultats trés peu
encourageants des greffes de SIS décellularisés, 1'équipe du Dr. Atala, entre autres, s'est tournée

vers les matrices de sous-muqueuse de vessie de porc décellularisées.

Les sous-muqueuses de vessie de porc sont décellularisées a l'aide d'un protocole qui s'étend sur
plus de deux semaines. C'est a 1'aide d'eau, d'enzymes (trypsine), de détergent (Triton X-100) et
d'’hydroxyde d'ammonium que les sous-muqueuses, préalablement micro-disséquées, sont lavées de
toutes les cellules qu'elles contiennent. Malheureusement, les matrices de collagénes ainsi créées
contiennent encore des particules d'ADN (0.206-0.244 ng/mg) potentiellement immunoréactives

une fois greffées. (De Filippo et al. 2002; Dorin et al. 2008; Orabi et al. 2013)

L'équipe du Dr. Atala démontre aussi que ces matrices décellularisées, avant d'étre greffées doivent
étre préalablement ensemencées au minimum avec des cellules musculaires lisses, avec ou sans
cellules urothéliales. Cette étape semble critique pour atteindre un recouvrement complet par les
cellules urothéliales de 1'hote pour une reconstruction de plus de 0,5 cm de longueur sur le lapin.
(Dorin et al. 2008) La méme preuve de concept est avancée pour la reconstruction de longs
segments urétraux dans un modéle animal de plus grande taille. En effet, Orabi et al. démontre, chez
le chien Beagle, qu'il est possible d'utiliser une matrice décellularisée de vessie de porc
réensemencée avec les cellules urothéliales et musculaires lisses autologues. (Orabi et al. 2013) Par
contre, il parait clair que le méme matériel, sans I'ajout de cellules pré-implantation, ne peut &tre
utilisé sans complications graves telles que de la fibrose, des fistules aux sites d'anastomoses et des
sténoses irréversibles évoluant jusqu'a la fermeture de la lumiére du greffon. (Orabi et al. 2013; De
Filippo et al. 2002; Gu et al. 2012) Le méme phénoméne est observé dans une autre étude sur le
lapin avec une matrice de collagéne générée a partir de vessie de lapin décellularisée, ensemencée
avec des kératinocytes de prépuce autologues. (Fu et al. 2007) En général, aucune étude n'a
démontré de bons résultats d'une greffe animale d'un long segment urétral composé de matrice
décellularisée dépourvue de cellules pré-implantation. A l'opposé, les résultats a court terme, un a
six mois, sont généralement encourageants lorsque ces mémes matériaux sont ensemencés de fagon
autologue avant la greffe. (De Filippo et al. 2012; Gu et al. 2012; Fu et al. 2007) Aucune ¢étude chez
I'humain n'a jusqu'ici été réalisée avec des matrices décellularisées provenant de vessies animales.

Certaines €équipes ont toutefois préféré travailler avec des matrices humaines.
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C'est donc a partir de dermes humains cadavériques décellularisés et réensemencés avec des cellules
autologues de la muqueuse buccale, que 5 patients ont été greffés en 2008 par une équipe du
Royaume-Uni avec des résultats moyens impliquant des cas de fibroses. (Bhargava et al. 2008) La
technique visait la production et le stockage d'un biomatériau tubulaire déja prét a I'utilisation.
(Chapple et al. 2013) Dre Magdalena Fossum a publié en 2010 une étude sur des patients
pédiatriques qui, malgré quelques embuches, montre aussi la fonctionnalit¢é d'un substitut
reconstruit a partir de derme humain cadavérique décellularisé. L'avantage de ce modele est qu'il est
réensemencé avec des cellules urothéliales autologues obtenues par lavage vésical avant
l'implantation. (Fossum & Nordenskjold 2010) Il est trés intéressant de constater qu'il y a une
possibilité de réduire le nombre d'interventions exercées sur un méme patient en utilisant le lavage
vésical plutét qu'une biopsie pour extraire les cellules, surtout pour les patients pédiatriques.
L'utilisation de techniques moins invasives est préconisée pour limiter les interventions

chirurgicales et permet de réduire les risques d'infections et de complications post-opératoires.

Malheureusement, certains démontrent qu'il est impossible de retirer tous les segments d'ADN et de
laver compleétement les matrices décellularisées et qu'ils provoquent des réactions inflammatoires
accrues menant a des échecs de greffe. (Feil et al. 2006) La sécurité de ce genre de matériel utilisé
comme greffe allogénique ou encore comme xénogreffe, en ce qui a trait a la transmission de virus,
de bactéries et d'autres pathogenes, est discutable. Certains croient plus sécuritaire 1'utilisation des
biomatériaux exogenes totalement congus in vitro, tels que les matrices de fibres naturelles et les
polymeres synthétiques. (Chapple et al. 2013) Réduire le risque de transmission des maladies du
donneur vers le receveur de la greffe apparait pour certains une raison suffisante de se tourner vers

les biomatériaux exogenes. (Selim et al. 2011)

1.2.2.2 Les biomatériaux

Les biomatériaux sont composés d'éléments naturels ou synthétiques qui servent de support pour la
conception des organes reconstruits par génie tissulaire. IlIs se doivent de rencontrer des exigences
précises afin de potentiellement étre greffés et intégrés au corps de I'hdte. Le meilleur biomatériau
doit donc posséder plusieurs caractéristiques surtout reliées a la biocompatibilité. En effet, il doit
permettre 1'adhésion, la communication, la différenciation et la migration des cellules qu'il contient.
Dans certains cas, ces cellules sont ensemencées dans le biomatériau avant 1'implantation, mais la
biocompatibilité est aussi importante pour la migration des cellules de 1'hote a l'intérieur du néo-
tissu. Ces cellules procéderont aussi au remodelage du biomatériau, a sa vascularisation et a la

guérison de la plaie. (Burdick & Vunjak-Novakovic 2009; Hubbell 2003) Le biomatériau idéal doit
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donc aussi étre résorbable et permettre la reconstruction du tissu sans provoquer de réaction
immunitaire lorsqu'il est implanté. (Kim 2000) Le matériel utilisé doit étre biodégradable dans un
temps raisonnable, s'apparentant a la cinétique de régénération du tissu cicatriciel et ne doit pas

engendrer de produits de dégradation toxiques pour I'hote.

De nos jours, on peut plus facilement jouer sur la grosseur des pores et les propriétés mécaniques
des biomatériaux, afin de rencontrer les caractéristiques idéales, se rapprochant le plus possible de
celles du tissu a reconstruire. Un des avantages des biomatériaux est la possibilité de leur donner la
forme désirée, soit en tissus plans ou avec une structure tubulaire par exemple. (Bouhout et al.
2013) II est important de souligner qu'il doit étre assez résistant pour étre manipulé et surtout suturé
ou collé aux tissus de I'h6te. (Garriboli et al. 2014) Les biomatériaux sont certainement appréciés
pour leur plus grande reproductibilité que les tissus décellularisée, leur colit peu élevé et la
possibilité de les utiliser comme un produit disponible en tout temps. De plus, l'utilisation des
biomatériaux donne la possibilité¢ d'incorporer des facteurs de croissance ou d'autres molécules,
telles que des peptides et protéines, susceptibles d'améliorer la migration et la croissance cellulaire,

ainsi que la vascularisation des greffons. (Lorentz et al. 2012; Ono et al. 1999; Nuininga et al. 2010)

1.2.2.2.1 Les biomatériaux naturels

Les biomatériaux peuvent étre composés de polymeres naturels provenant de plusieurs sources
différentes comme les plantes (Carletti et al. 2011), les animaux (Gingras et al. 2003; Gauvin et al.
2011) et les insectes. (Mano et al. 2007; Chung et al. 2014) Ce type de biomatériau propose
plusieurs avantages concurentiels par rapport aux biomatériaux synthétiques. En effet, il présente
une biodégradabilité sans métabolites inconnus, une biocompatibilité accrue, puisqu'il a une
structure semblable avec la MEC déja en place et dans la majorité des cas, il n'est pas susceptible de
provoquer de réactions inflammatoires chroniques, comme le font les synthétiques. Leur application

dans le domaine de 1'urologie est encore récente et utilise majoritairement les protéines animales.

Le collagene est un bon candidat de polymere naturel, car il est mécaniquement trés résistant, il est
fortement hydrophile, il possede une faible antigénicité, car c'est une protéine tres bien conservée au
cours de 1'évolution et sa biocompatibilité est évidemment trés élevée. Plusieurs équipes tentent
donc de reconstruire des substituts urétraux a l'aide de gel de collagéne. (Mano et al. 2007) L'équipe
du Dr. Feitz démontre qu'il est possible de reconstruire des substituts urétraux a base d'hydrogel de
collagéne (0.5%) contenant des cellules musculaire lisses. Ils démontrent que le modele est

greffable sur le lapin et que bien qu'un petit nombre de complications surviennent, il est prometteur
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d'utiliser ce genre de biomatériau. Ils démontrent méme que les cellules implantées dans le greffon
persistent au moins trois mois post-greffe. (Arenas da Silva et al. 2014) Des chirurgies tres
semblables sur le lapin avaient été réalisées quelques années plus t6t avec un échafaudage de
collagéne de type I de queue de rat compressé, mais les résultats étaient moins concluants, car le
support matriciel n'était pas en mesure d'étre suturé a cause des faibles propriétés mécaniques du

collagene dans ces conditions. (Micol et al. 2012)

Les résultats des greffes d'urétres reconstruits sur le lapin fais a partir de gels de collagene de type I
de tendon bovin sont comparables a ceux obtenus avec du SIS (Nuininga et al. 2003), mais le risque
de réactions immunitaires incontrolées et de transmission de maladies sont considérablement
réduits. De plus, il est possible d'ajouter des facteurs de croissance a l'intérieur des gels, afin
d'améliorer la rapidité de la prise de la greffe. (Nuininga et al. 2010) Les gels de fibrine peuvent
aussi étre additionnés de facteurs de croissance comme le facteur de croissance analogue a insuline

(IGF), mais leur efficacité n'est pas encore prouvée in vivo. (Lorentz et al. 2012)

Produit par une larve de papillon, le Bombyx Mori ou Bombyx du murier, la fibroine de soie est une
protéine en feuillet béta trés résistante qui peut aussi étre utilisée en génie tissulaire. Elle est
mécaniquement résistante (M. Xie et al. 2013) et posséde les caractéristiques de biocompatibilité
nécessaires a l'adhésion et la migration cellulaire, comme en témoignent plusieurs publications sur
l'agrandissement vésicale sur le rat et le porc. (Seth et al. 2013; Tu et al. 2013; Mauney et al. 2011)
De plus, la fibroine de soie a été utilisée sur des chien Beagle femelle, pour effectuer des
reconstructions urétrales qui démontrent, six mois post-opération, une réépithélialisation compléte
du segment reconstruit et empéche totalement l'apparition de sténose et de fistule. (M. Xie et al.

2013)

La fibroine de soie est moins immunogeéne que les matrices de sous-muqueuses décellularisées de
porc lors de greffes sur le lapin. (Chung et al. 2014) Cette étude trés récente démontre bien la
capacité des cellules de 1'hote a régénérer un urothélium et des faisceaux de muscles lisses aprés six
mois de suivi. Bien que les résultats semblent trés prometteurs, un suivi a long terme ainsi qu'un
plus grand nombre de lapins (>11 lapins) seraient souhaitable pour conclure que ce tissu est
vraiment performant pour réparer un hypospadias (patch). En effet, aucune sténose, abces, lithiase
ou fistule n'a été remarqué dans le suivi des animaux de cette étude, ce qui est une trés belle

performance pour un remplacement urétral.
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1.2.2.2.2 Les biomatériaux synthétiques

Dans le domaine de la reconstruction des tissus urologiques, plusieurs types de polymeéres sont
utilisés, mais les plus populaires sont de la famille de 1'acide polyglycolique (PGA) tel que I'acide
polylactique (PLA), le polyéthyléne glycol (PEG), l'acide polylactique-co-glycolique (PLGA) et le
polycarbonatelactone (PLC). (Garriboli et al. 2014) Comme pour les polyméres naturels, la
possibilité de modifier les fibres synthétiques en leur ajoutant des peptides ou des protéines est
presque infinie, de sorte qu'il est possible d'améliorer les caractéristiques de chaque matériel, afin
qu'il interagisse mieux avec chaque type cellulaire avec lequel il est en contact. (Cook et al. 1997)
Souvent obtenus par rotation électrostatique, les échafaudages de polymeéres synthétiques doivent
subir différentes étapes de stérilisation avant d'étre greffés. Les techniques les plus efficaces
semblent étre celles utilisant les rayons gamma ou l'acide peracétique. (Selim et al. 2011)
Malheureusement, la stérilisation des polymeéres affecte toujours leur résistance mécanique.
Toutefois, les biomatériaux synthétiques sont tout de méme reconnus pour étre plus résistants que
les polyméres naturels ou les matrices décellularisées. Pour la reconstruction d'urétre, seuls
quelques types de matériel furent utilisés jusqu'ici et I'étude la plus récente est celle de I'équipe Dr.

Antony Atala. (Raya-Rivera, Esquiliano, Yoo, Lopez-bayghen, et al. 2011)

Parue dans Lancet en 2011, cette étude regroupe cinq cas de jeunes adolescents entre onze et
quatorze ans présentant des urétres abimés par traumas, nécessitant une reconstruction de l'urétre
postérieur de quatre a six cm de long. Le biomatériau testé était composé d'un support de PLGA
recouvert d'un liquide composé a 50:50 de PGA:PLGA qui a polymérisé autour. L'échafaudage de
polymere était au préalable ensemencé avec des cellules urothéliales et des CML autologues. Apres
un suivi & long terme sur six ans, 1'é¢tude ne démontra aucune complication majeure, avec un retour
de la capacité d'uriner sans incontinence pour tous les patients. Deux d'entres eux ont tout de méme
subi des chirurgies subséquentes pour corriger une sténose et la perte de fonction du sphincter
vésico-urétral. Plusieurs équipes démontrent le potentiel de ce genre de biomatériaux a étre
ensemencé par des cellules autologues, (Shim et al. 2010; Baker et al. 2009) un net avantage
permettant de réduire le risque de sténoses et de fistules. (Olsen et al. 1992; Raya-Rivera,
Esquiliano, Yoo, Lopez-bayghen, et al. 2011) L'addition de cellules dans I'échafaudage augmente,

entre autres, 1'¢lasticité du tissu. (Selim et al. 2011)

Malgré le succés du PLGA, Feng et al. décrivaient en 2009 qu'une matrice décellularisée provenant
du corps spongieux de porc était mécaniquement plus résistante qu'un matériel composé

uniquement de PLGA. (Feng et al. 2009) De plus, les cellules urothéliales et les cellules
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musculaires lisses présentaient une meilleure capacité de colonisation du tissu in vitro comparé au
matériel synthétique. Malheureusement, bien que ce genre de matériel soit accepté pour faire des
études cliniques chez I'humain, des études démontrent que les métabolites créés lors de la
dégradation de ces matériaux dans le corps produisent des agents toxiques qui peuvent exacerber les
réactions inflammatoires. (Ceonzo et al. 2006; In Jeong et al. 2004) Afin de contrer le probléme,
certains chercheurs ont intégré les polymeres naturels aux polymeres synthétiques afin de profiter

des avantages des deux types de biomatériaux.

1.2.2.2.3 Les biomatériaux mixtes

Les biomatériaux mixtes procurent l'avantage de garder les bonnes propriétés mécaniques des
polymeres synthétiques (Plotkin et al. 2014) tout en améliorant leur biocompatibilité en leur
ajoutant un revétement de matériel naturel susceptible de diminuer les attaques du systéme
immunitaire contre le biomatériau exogene. (Fu et al. 2009) D'autres caractéristiques importantes
des biomatériaux peuvent étre améliorées en combinant des matiéres naturelles et synthétiques.
(Nakanishi et al. 2003) C'est le cas d'un groupe qui amalgame un échafaudage de PLGA avec du
collagéne de type I de queue de rat compressé. (Ajalloueian et al. 2014) La présence de collageéne
permet une meilleure croissance des cellules urothéliales de porc dans le biomatériau. De plus,
I'ajout de PLGA au centre des gels de collagéne augmente considérablement, presque six fois, les
propriétés mécaniques du biomatériau. Bien que 1'équipe vise la reconstruction vésicale avec ce

modele, il serait sans doute adaptable pour la reconstruction de 1'urétre.

30



Tableau 2 : Résumé des biomatériaux utilisés pour la reconstruction urétrale.

growth factor

cellulaire a l'intérieur du matériel.

5
Q=
-: 5 Caractéristiques Greffe : nombre et
2 E Matériel utilisé eristiq caractéristiques des Résultats Références
2 g spéciales ‘ot
= & sujets
.5
. Matrice SIS commerciale 1, 3,9 mots de suvi . Nuininga et
Collagene de type I de . \ . 1/6 lapin a une sténose dans chacun des modeles
. vs matrice de collagéne Greffe sur 24 lapins (1 \ . al. 2003
tendon bovin Urothélium recouvre aprés 1 mois, pas de CML .
Patch de 0.5 X 1 cm \ . (Feitz)
apres 9 mois.
Gel de collagene de type Addition de facteurs de i/llélicl)llesu(iz f/ils\gularisation et migration cellulaire Nuininga et
gene A YPC | croissance (VEGF, FGF-2) | Greffe sur 32 lapins N al. 2010
I, modifié . dans les greffons de collagéne contenant les )
greffon tubulaire de 1 cm . (Feitz)
facteurs de croissance.
Gel de collagene compressé Suivi de 1 et 3 mois .
. ; ) , ) . ] Micol et al.
Collagene de type I de | ensemencé ou non avec des . Fistules et sténoses mineures, meilleurs résultats
Greffe sur 16 lapins , 2012
queue de rat CML autologues avec les greffons ensemencés. Recouvrement par (Frey)
Greffon de 1 cm les urothéliales aprés 1 mois. Y
> Ensemencé ou non de cell. Suivi de 12 semaines
£ Treillis de collagene de | épithéliales (feuillet) et . Pas de fistule, ni de sténose Mikami et al.
= Greffe sur 20 chiens .
= type I de queue de rat. CML autologues de Recouvrement complet des urothéliales apres 12 2012
z muqueuse buccale semaines.
o T e L . Lorentz et al.
Gel de fibrine 3D modifié Addition de insulin-like Non greffé Amélioration de la migration et de la croissance 2012

(Hubbel)
Suivi de 1 et 3 mois Arenas da
Gel de collageéne de type | Ensemencé ou non de CML . Fistules et sténoses mineures, meilleurs résultats Silva et al.
. . Grefte sur 16 lapins .
I de tendon bovin autologues de vessie avec les greffons ensemencés. Recouvrement par 2014
les urothéliales aprés 1 mois. (Feitz)
Fibroine de soie Ensemencée avec cellules . Aucune sténose ni fistule. .
. - Grefte sur 9 chiennes \ . .. - M. Xie et al.
construit par urothéliales autologues Beacle Aprés 6mois de suivi, les cellules urothéliales 2013
électrospining Patch3.2X 1.2 cm £ reforment un urothélium stratifié.
I . Sans cellule, 2 épaisseurs . Suivi de 6 mois, beaucoup moins de réaction Chung et al.
Fibroine de soie vs SIS Greffe sur 11 lapins . . . ,
inflammatoire avec la soie comparé au SIS. 2014
Patch 1 X2 cm 31
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Suivi de 71 mois (36 mois pour un des patient)

Ac1de polyglycqhque/ Enser{le.:nce s Greffe sur 5 patients | Biopsies démontrent une bonne organisation de Raya-Rivera
@ Acide polylactique- urothéliales et CML ) . o . etal. 2011
2 | glycolique (PGA/PLGA) | autologues de vessie humains 'urothélium et des faisceaux de CML. (Atala)
oy Trés bons résultats
<
§ Echafaudage de 12 mois de suivi
o polyglactine recouvert Sans cellule Greffe sur des chiens Recouvrement complet par les cell. urothéliales. pas Olsen et al.

d'acide Grefte tubulaire de 4 cm Nombre de chien? It compiet p ' P 1992
. de fistule, ni sténoses.

polyhydroxybutyrique
) Acide poly L- . . .
Z | polylactique recouvert de Enseqle.:nce avec cellules Greffe sur 32 lapins Suivi de 6 mots Fu et al. 2009
= chitosan urothéliales autologues Sans fistule ni sténose.

Organes décellularisés

Sous-muqueuse de vessie
humaine décellularisée

Sans cellule
Patch

Greffe sur 4 patients
humain de 4 a 20 ans

Traitement d'hypospadias sévére dont 1 patient sur
15 cm de long, qui est la seule fistule du groupe

Atala et al.
1999; Chen et
al. 2000

Sous-muqueuse d'intestin
gréle de porc (SIS)

Sans cellule
Greffon jusqu'a 10 cm de

Greffe sur patients
humains

Pas sténose sur 16 mois de suivi.

Mantovani et

lon 4 hommes et 1 Seul a avoir traité une femme sur 3 cm de long al. 2003
g femme
Grefte sur 9 patients | 2 patients ok avec suivi de 2 ans
. . . Le Roux
Sans cellule humain 6 sténoses sur 3 mois. 2005
Tous fracture pelvis | Greffe endoscopique.
IS)zE:shcellule Greffe sur 9 patients | Suivi de 18 mois. Donkov et al.
humains 1/9 sténose apres 6 mois . 2006

Sans cellule

Grefte sur 5 patients
humains

Pour 4/5 patients, échec de la greffe pour infection,
sténose compléte ou autres probléme grave.

Hauser et al.
2006

Sans cellule
Avec greffon de 3a 7.7 cm

Grefte sur 20
patients humains

Suivi de 21 mois en moyenne

85% des cas sont réussis, c.-a-d. sans réintervention
sur 21 mois

Beaucoup de fibrose dans le greffon.

Echec avec greffe de plus de 5.7 cm.

Palminteri et
al. 2007




Organes décellularisés

Sous-muqueuse d'intestin
gréle de porc (SIS)

Sans cellule

Greffe sur 50
patients humains

80% de succeés avec 31 mois de suivi mais sténose a
6 mois

Fiala et al.
2007

Sans cellule

Greffe sur 25

Suivi de 71 mois ou 24% des cas ont da subir une
2eme intervention (100% échec pour cas de greffon

Palminteri et

patients humains > 4 cm) al. 2012
Substitut 1 cm avec ou sans Suivi de 1 mois De Filinpo et
cellules urothéliales et Greffe sur 24 lapins | Sténose du greffon lorsqu'il n'y a pas de cellules bp
: ; . al. 2002
CML de vessies autologues préalablement ensemencées
Substituts de 0.5, 1,2, 3 . S}JIYI fle 1-, 3, 4 semaines : incapacité de Dorin et al.
) d | em. sans cellule Greffe sur 16 lapins | régénération si greffon >0.5cm . ‘ 2008
Sous rnuc(liueuse © vessie ’ 0.5 cm: recouvrement des urothéliales aprés 1 mois | (atala)
e porc
Substitut avec ou sans Suivi 1, 3, 6 mois De Filiopo et
cellules de vessies Greffe sur 24 lapins | Sténose du greffon lorsqu'il n'y a pas de cellule al. 201 gp
autologues préalablement ensemencée. '
Suivi apres 1, 3, 6, 12 mois. Sténose et mauvaise .
Avec et sans cellules . NS o , Orabi et al.
. Grefte sur 15 chiens | régénération tissulaire si pas de cellule ensemencée
(urothéliales et CML) . 2013
Beagle dans le greffon, tubularisé.
6 cm de long (Atala)

Pas de sténose s'il y a cellules pré-implantation

Vessie de lapin

Avec kératinocytes de
prépuce vs sans cellule

Grefte sur 18 lapins

Suivi apres 1, 2 et 6 mois

Meilleur recouvrement par les urothéliales et
meilleure organisation de faisceaux de muscles
lisses pour les greffons ensemencés avec les
épithéliales

Fu et al. 2007

Ensemencé ou non avec
cellules mésothéliales de
I'omentum greffon de 1.5
cm de long .

Grefte sur 18 lapins

Suivi de 1, 2, 6 mois
Avec matrices recellularisées, aucune sténose,
groupe contrdle sans cellule, tous sténosés.

Gu et al.
2012

Avec cellules souches
mésenchymateuse et
musculaires lisses de vessie

Grefte sur 24 lapins

Suivi de 2, 4, 8, 16 semaines

A 8 semaines, recouvrement par les urothéliales, a
16 sem, comme urétre natif avec muscle.

Pas de sténose ni fistule.

Lietal. 2013
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Organes décellularisés

Peau humaine
cadavérique

Sans cellule

Greffe sur 16
patients humains
trauma et non
hypospade

75 % de succeés avec suivi de 45 mois.
Sténose pour 3 patients.

Lin et al.
2005

Ensemencé avec
urothéliales autologues de
lavage vésical,

tubularisé

Greffe sur S et 6
enfants humains
de 14 a 44 mois

Suivi entre 5 et 7.25 ans

Tous les patients ont un urétre ouvert, peuvent
uriner en position normale, avec un flux normal et
apparence normale.

Avant intervention corrective : 1 sténose, 2 fistules.

Erection normale.

Fossum et al.
2007,
Fossum et al.
2012

Derme dé-épithélialisé
stérile avec fibroblastes et
kératinocytes autologues de
muqueuse buccale

Greffe sur 5 patients
humains avec sténose
provoqué par lichen
scléreux

Suivi de 33 mois

Tous les patients ont eu des interventions
secondaires a la greffe a cause de contraction du
greffon, retrait du greffon sur 2 patients.

Bhargava et
al. 2008

Corps spongieux de porc

Ensemencé ou non avec
kératinocytes sublinguaux,
et/ou CML corps spongieux
autologues, patch

Grefte sur 18 lapins

Sans cellule : fibrose et sténose, mais pas
recouvrement total par urothéliales apreés 6 mois.
Avec 2 types cellulaires, pas sténose, ni fibrose et
urothélium normal & 6 mois.

Feng 2011

Matrice d'os
déminéralisée, de
donneur humain
cadavérique (MOD)

Mugqueuse buccale vs MOD
de 2 418 cm de greffon

Greffe sur 28
patients humains de
21 a 59 ans

25 mois de suivi en moyenne
La muqueuse buccale donne des meilleurs résultats
surtout lorsque le lit de la plaie est mal vascularisé.

El-Kassaby et
al. 2008
(Atala)




1.3 La méthode d'auto-assemblage, une technique unique au LOEX

La méthode d'auto-assemblage est une technique de génie tissulaire utilisée au centre de recherche
le LOEX, le Centre de recherche en organogénéese expérimental de I'Université Laval. D¢s les tous
débuts du laboratoire en 1985, le Dr. Francois Auger et le Dr. Lucie Germain travaillaient a
I'€laboration d'une méthode innovatrice permettant de produire des substituts épidermiques
autologues, afin de greffer les patients grands brulés des hopitaux du Québec. Les premiéres greffes

ont d'ailleurs été pratiquées en 1986.

Cette technique trés avant-gardiste est basée sur la capacité des cellules mésenchymateuses a
produire, assembler et déposer la matrice extracellulaire de facon a former des feuillets tissulaires
manipulables. (Auger et al. 1995; Auger 2002; Auger et al. 2004) Cette technique se démarque des
autres car elle n'emploie aucun biomatériau exogene, évitant les problémes de rejet immunitaire
lorsque les reconstructions tissulaires sont greffées. De plus, les modeles créés au LOEX sont
autologues et seulement une minorité de produits utilisés lors de la production sont d'origines
bactérienne ou animale. Les cellules utilisées proviennent de biopsie de peau, facile a obtenir et non
invalidante pour le patient. Malgré le colt élevé de sa production et le temps nécessaire a son

¢élaboration, la méthode d'auto-assemblage est sans doute une technique trés prometteuse.

Au fil du temps, la méthode s'est améliorée et diversifice, afin de s'étendre a plusieurs domaines de
la médecine. Aujourd'hui, plus de dix modeles de tissus différents sont reconstruits par la technique
d'auto-assemblage et produits in vitro, dans les locaux a la fine pointe de la technologie, du nouveau

centre multidisciplinaire du développement du génie tissulaire de Québec, le CMDGT/LOEX.

1.3.1 La multidisciplinarité du LOEX

Le LOEX regroupe maintenant plus de 10 chercheurs de plusieurs domaines tels que l'urologie, la
santé cardio-vasculaire, la neurochirurgie, la chirurgie plastique, la pharmacie, la biochimie, etc.
Chacune des équipes s'affaire a adapter le modele d'auto-assemblage afin de générer des modéles
destinés a la greffe ou encore utilisés pour étudier des maladies. Une premiére avancée majeure de
ce modele est sans aucun doute la production de substituts destinés a la greffe de peau chez
I'humain, afin de traiter les grands brulés. Pour réussir cet enjeu, le LOEX est un centre
technologique qui héberge des salles blanches permettant d'effectuer des transplantations
d'épidermes et des essais cliniques sur la transplantation de peau bilamellaire. (La peau bilamellaire

est constituée d'épiderme et de derme.) De plus, un nouvel essai clinique de phase un et deux vient
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d'étre mis sur pied, afin de procéder a des greffes de cornées autologues, sur des patients ayant une
déficience en cellules souches, pour qui d'autres traitements ont échoués. (Proulx et al. 2010;

Carrier et al. 2009)

La méthode d'auto-assemblage a 1'avantage de pouvoir utiliser plusieurs types cellulaires différents;
il est, entre autres, possible d'utiliser des cellules provenant du gras humain. Effectivement, les
cellules stromales multipotentes isolées du tissu adipeux (CSTA) sont utilisées afin de produire des
substituts de peau ayant une portion qui s'apparente a I'hypoderme, avec des cellules adipeuses
différenciées in vitro. (Labbé et al. 2011; Vermette et al. 2007; Trottier et al. 2008) Ces tissus
cultivés en conditions statiques ou dynamiques, (Fortier et al. 2013) permettent l'étude de

l'adipogéneése, de I'angiogéneése et servent méme de modele pour différents tests pharmacologiques.

Plusieurs modéles in vitro ont été créés pour étudier la physiopathologie de certaines maladies de la
peau, comme le psoriasis (Jean et al. 2009), les cicatrices hypertrophiques (Simon et al. 2012) et la
sclérodermie. (Chabaud & Moulin 2011; Chabaud et al. 2011; Corriveau et al. 2009) Le mod¢le de
peau reconstruite par la méthode d'auto-assemblage permet aussi une meilleure compréhension de la
physiopathologie de la cicatrisation. (Dube et al. 2010; Moulin et al. 2010) Il est aussi possible
d'utiliser les différents modeles pour étudier les interactions entre les types cellulaires qui les

composent dans des contextes sains ou pathologiques.

D'autres modéles plus spéciaux, créés a partir de cellules de patients malades, permettent méme
I'¢tude de maladies du systéme nerveux telle que la sclérose latérale amyotrophique (SLA). La
technique d'auto-assemblage permet aussi la production de valves cardiaques complexes qui

possédent des propriétés mécaniques étonnantes. (Tremblay et al. 2014)

Une des techniques les plus anciennes du centre LOEX est la reconstruction de tissus vasculaires
qui reproduit grossiérement un vaisseau sanguin avec une média et une adventice. (L heureux et al.
1998; Bourget et al. 2012) Ce modéle est utilisé comme outil pour tester des produits
pharmaceutiques agissant sur la vasoconstriction ou la vasodilatation. (L heureux et al. 2001) De
plus, les substituts vasculaires sont destinés a la greffe sur des patients dialysés, avec des
pathologies coronariennes ou toutes autres maladies du systéme cardio-vasculaire demandant une

greffe de vaisseaux sanguins.

Grace a l'arrivée de 1'équipe du Dr. Bolduc au LOEX, la production de tissus urologiques va bon
train. En clinique, cet urologue pédiatrique a été interpelé par le manque de solutions chirurgicales

satisfaisantes pour procéder a certaines interventions, souvent chez des enfants en bas age. En effet,
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comme mis en contexte a la section 1.1.4, certaines pathologies congénitales nécessitent des
reconstructions tissulaires et le manque de tissus disponibles afin de procéder a ces chirurgies est
récurrent. La production de tissus autologues in vitro semblait, pour le Dr. Bolduc, la meilleure
avenue a envisager. Déja, le modele de vessie reconstruite avec la méthode d'auto-assemblage est
prometteur de par son imperméabilité et sa résistance mécanique adéquate. (Bouhout et al. 2011;
Bouhout et al. 2010; Magnan et al. 2006) Des substituts vésicaux ont aussi €té créés a partir de
CSTA (Rousseau et al. 2013)] et des structures tubulaires ont été reconstruites pour traiter la
maladie de Peyronie. (Imbeault et al. 2011) Le modele de 1'équipe du Dr. Bolduc qui cheminera le
plus rapidement de la recherche vers les études cliniques est sans doute celui des substituts urétraux

reconstruits, une adaptation du modele vasculaire précédemment mentionné.

1.3.2 Le modeéle de substitut urétral humain

Les substituts urétraux reconstruits par auto-assemblage a partir de cellules humaines ont déja fait
leurs preuves dans la littérature. Ils sont capables de résister a une pression interne qui va au-dela de
la pression physiologique tolérée par les tissus urétraux in vivo. (Magnan et al. 2009) De plus, leur
grande résistance mécanique permet de les suturer facilement. L'étude de Cattan et al. démontre que
le modéele permet non seulement la croissance des cellules urothéliales a l'intérieur de la lumiére des
substituts, mais aussi la capacité de ces cellules a former un urothélium différencié. (Cattan et al.
2011) En effet, grace a une stimulation mécanique en bioréacteur, les urétres reconstruits acquiérent
un niveau de maturation jamais égalé dans la littérature. Les cellules parapluies du modele de
Cattan exprimaient la CK20 et les uroplakines sous forme de plaque mature a leur surface apicale
tel que décrit dans la section 1.1.2.1.2. Une autre étude a permis de démontrer, grace a des
chirurgies sur des souris nues, que les substituts étaient davantage vascularisés in vivo, lorsqu'ils
étaient reconstruits avec des cellules endothéliales intégrées aux cellules mésenchymateuses du

stroma. (Imbeault et al. 2013)
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1.4 Problématique, hypothése et objectifs

Maintenant que le modéle d'urétre reconstruit a partir de cellules humaines est prét pour la greffe
chez I'humain, il nous faut prouver aux agences reéglementaires que le modele est bel et bien
sécuritaire et qu'il répond a leurs exigences, en passant tout d'abord par les greffes chez les
animaux. Des tests préliminaires permettront d'accéder aux tests précliniques qui, une fois terminés,

meneront a la phase clinique du projet dans quelques années.

Le premier animal choisi pour effectuer les tests préliminaires est le lapin et plusieurs raisons ont
guidées notre choix. Tout d'abord, c'est un animal d'une grosseur acceptable, autant pour
I'hébergement que pour les chirurgies. En effet, le pénis de lapin, bien qu'il ait une anatomie un peu
différente de celle de I'humain, est d'une grosseur comparable a celle d'un jeune garcon. De plus,
c'est un modele animal trés utilisé dans la littérature lors de chirurgies de reconstructions urétrales
comme le montre le Tableau 2. Le lapin semble donc étre un animal de choix pour ce type de
chirurgie d'autant plus que son utilisation nous permettra de nous comparer aux autres modeles

proposés.

Mon hypothese est donc que la méthode d'auto-assemblage permettrait de reconstruire des substituts
urétraux a partir de cellules de lapin, afin de prouver la faisabilité de la greffe de reconstruction

urétrale autologue chez le lapin.

A Theure actuelle, il n'existe pas de lapins immunodéficients qui pourraient nous permettre
d'effectuer des xénogreffes avec des tissus reconstruits humains. Dans un lapin ayant un systéme
immunitaire normal, ce type de greffe provoquerait des réactions immunitaires incontrlables et
probablement mortelles pour 1'hote. Malheureusement, les conditions de culture du LOEX ont été
optimisées pour produire des tissus a partir de cellules humaines. Par conséquent, lorsque 'on désire
créer des tissus a base de cellules animales, les conditions de culture doivent étre modifiées, afin de

permettre une bonne croissance cellulaire et une production de MEC optimale.

C'est dans cette optique que prenait forme le premier objectif de ce projet : l'optimisation des
conditions de culture, afin d'augmenter I'épaisseur des feuillets de MEC produits par les cellules
mésenchymateuses de lapin. Le deuxiéme objectif de mon projet était d'adapter et d'améliorer les
méthodes employées tout au cours de la production des substituts urétraux humains, afin d'obtenir
les meilleurs substituts lagomorphes possible. Et finalement, le dernier objectif de ma maitrise était
de prouver la faisabilité de la greffe de reconstruction urétrale chez le lapin a l'aide des greffons

reconstruits in vitro par la méthode d'auto-assemblage.
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Chapitre 2 : Matériels et méthodes

2.1 L'extraction enzymatique des cultures primaires

Les cultures primaires sont obtenues a partir de vessies et de peaux de lapins de race New Zealand
(Charles River, Montréal, Canada) selon un protocole bien établi au LOEX. (Germain et al. 1993;
Auger et al. 1995; Magnan et al. 2006) C'est apres plusieurs tentatives infructueuses d'extraction
avec des protocoles provenant de la littérature que nous avons arrété notre choix sur celui du LOEX
utilisé pour extraire les cellules de la peau, avec quelques modifications. Toutefois, certaines

améliorations devront encore étre apportées, afin d'isoler des populations cellulaires pures.

Les biopsies de vessies et de peaux sont traitées avec le méme protocole, mais des types cellulaires
différents y sont extraits. De la peau, on récolte des fibroblastes dermiques seulement. Des cellules
urothéliales et mésenchymateuses sont, pour leur part, extraites de la vessie des lapins. Les
substituts urétraux peuvent donc étre reconstruits a l'aide des cellules dermiques et vésicales qui
correspondent au méme lapin. Les biopsies sont tout d'abord rincées avec une solution tampon
phosphate isotonique (PBS) (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 6.5 mM Na,HPOs, 1.5 mM KH,POy)
contenant 100 U/ml de pénicilline (Sigma, Oakville, ON, Canada), 25 mg/ml de gentamicine
(Schering, Pointe-Claire, QC, Canada) et 0.5 mg/ml de fungizone (Bristol-Myers Squibb, Montréal,
QC, Canada). Les morceaux sont ensuite coupés en piéces d'environ 0.25 cm? et incubés dans une
solution de thermolysine 500 pg/ml (Sigma) diluée dans un tampon HEPES a pH 7.4 supplémenté
avec 1 mM de CaCl; (Sigma), pendant une nuit a 4°C. Les épithéliums sont ensuite délicatement
retirés des dermes et des stromas vésicaux, puis l'urothélium est digéré avec 20 ml de trypsine
0.05%, 0.1% EDTA pendant 30 min a 37°C, tandis que l'épithé¢lium de la peau est jeté. Les cellules
urothéliales sont ensemencées a environ 4 x 10* cellules/cm? dans un milieu DMEM-Ham complet
(Dulbecco's Modified Eagle Medium : Ham F12 (3:1), 10% de sérum bovin (BGS; HyClone, Life
technologies, Burlington, ON, Canada), 5 pg/ml d'insuline (Sigma), 0.4 ug/ml d'’hydrocortisone
(Calbiochem, San Diego, CA, USA), 101 M de toxine du choléra (Sigma), 10 pg/ml de facteur de
croissance épidermique (EGF) (Austral Biologicals, San Ramon, CA, USA), de 100 U/ml
pénicilline et de 25 ug/ml de gentamicine). Les cellules urothéliales sont toujours cultivées avec
une couche nourriciére composés de fibroblastes dermiques de lapin irradiés ensemencés 4 6.5 x 10°
cellules/cm?. Normalement, il est préconisé d'utiliser des fibroblastes irradiés murins, les S3T3.
Néanmoins, nos résultats démontrent que les cellules urothéliales de lapin proliférent plus
rapidement et donnent un meilleur rendement lorsqu'elles sont cultivées en présence d'une couche

nourriciére de fibroblastes de lapin. Les stromas vésicaux et dermiques, ils sont recoupés en plus
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petits morceaux et digérés dans une solution de collagénase H a 0.125 U/ml (Roche diagnostics,
Laval, QC, Canada) pendant 4 heures a 37°C. Les suspensions cellulaires obtenues sont filtrées et
centrifugées. Les cellules mésenchymateuses dermiques et vésicales sont ensuite ensemencées a une
concentration de 4 x 10* cellules/cm? dans un milieu DMEM, (Dulbecco's Modified Eagle Medium,
supplémenté de 10 % BGS, de 100 U/ml de pénicilline et de 25 pg/ml de gentamicine). Toutes les
cultures cellulaires de lapin sont incubées a 38.5°C dans des incubateurs a 8 % de CO; et les milieux
de culture sont changés trois fois par semaine. Les cellules mésenchymateuses sont utilisées aux

passages 3 a 7 et les cellules urothéliales aux passages 2 a 4.

2.2 L'auto-assemblage, la méthode traditionnelle adaptée aux cellules de
lapin.

Comme le chapitre 1.3 l'explique, la méthode d'auto-assemblage permet la création de tissus
manipulables qui sont composés de MEC et de cellules mésenchymateuses. Comme au fil du temps
la méthode traditionnelle a été modifiée pour la culture des cellules de lapin, les modifications
apportées seront bien décrites tout au cours de la description de la méthode. La méthode classique

est schématisée a la Figure 7.

La méthode traditionnelle d'auto-assemblage préconise l'utilisation des fibroblastes dermiques pour
leur facilité¢ de prélévement chez le patient. Par contre, comme ce sont des tissus urologiques que
nous tentons de reconstruire, il est logique de vouloir rendre le modele davantage spécifique de
I'organe ciblé en utilisant des fibroblastes et les CML de vessie dans la construction des tubes. La
réalisation des substituts avec des cellules mésenchymateuses de vessie uniquement n'est pas
possible pour l'instant, car ces cellules produisent un quantité¢ insuffisamment de MEC pour

produire des feuillets manipulables dans un temps raisonnable.

Suite a une étape d'amplification, les fibroblastes dermiques et vésicaux sont ensemencés a 10*
cellules/cm? dans des plaques de culture de 500 cm?. Les cellules dermiques humaines sont
normalement cultivées dans un milieu DMEM additionné de 50 pg/ml d'acide ascorbique (Sigma)
et de 10 % de BGS. Les cellules de lapin produisent trés peu de matrice dans ce milieu de culture,
elles sont donc cultivées dans du milieu DMEM-Ham complet aussi supplémenté de 10 % de BGS,
de 50 pg/ml d'acide ascorbique et de 100 pM d'adénosine (Sigma). Ces additifs sont ajoutés a
chaque changement de milieu, c'est-a-dire trois fois par semaine pour une période variant selon la
provenance des cellules. Bien que le temps de production des feuillets tissulaires de cellules

humaines soit de 21 a 28 jours, celui des lapins est beaucoup plus court en raison de tous les additifs
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présents dans le milieu. Les cellules fibroblastiques peuvent étre cultivées pendant 11 jours avant
d'atteindre une structure maniable. Lorsque le feuillet est suffisamment manipulable, il est roulé
autour d'un mandrin d'un diamétre externe de 6.2 mm et d'une longueur de 9 cm, dimensions qui
correspondent a celles de l'urétre d'un lapin adulte. Les deux types de constructions ont été
comparés, soit celle produite avec des fibroblastes dermiques de lapin seulement et celle formée des
fibroblastes de derme et de vessie mélangés avec un ratio 1:1. Cette derniére condition est appelée

"Mix" au cours de ce mémoire.

1 Extraction enzymatique 5 Ensemencement et adhésion des
cellules urothéliales -
{

<
Q

Maturation, : Y
< 3 a7 semaines /

Culture des fibroblastes /CML / !

2 DMEM, 28 jours l

Bioréacteur:
6 7-14jours
2ml/min

Feuillet de fibroblastes roulé
3 sur un mandrin

Figure 7 : Méthode traditionnelle de production des substituts urétraux.

1) Extraction enzymatique des populations cellulaires de la vessie et de la peau de lapin. 2) Culture des
cellules mésenchymateuses jusqu'a l'atteinte d'un feuillet manipulable. 3) Roulage du feuillet de MEC et de
cellules autour d'un mandrin. 4) Maturation des constructions tissulaires. 5) Ensemencement des cellules
urothéliales a l'intérieur des tubes. 6) Perfusion des substituts urétraux a l'intérieur d'un bioréacteur. 7)
Implantation des substituts urétraux chez le lapin.

Une fois roulé autour du mandrin, le tissu est tenu en place et compressé par des éponges stériles de
type Merocel (Labtician, Oakville, ON, Canada) pour 48 hrs, afin de débuter la fusion des
différentes couches qui composent le tube. La maturation prend un minimum de trois semaines,
mais peut étre échelonnée sur cing ou sept semaines, afin que la fusion soit bel et bien terminée.

Pendant cette étape, les substituts sont cultivés dans le milieu DMEM-Ham complet avec un ajout

41



de sérum différent. Le 10% BGS du DMEM-Ham standard est remplacé par un mélange de sérum,
5% BGS et 5% sérum de veau feetal (H; FetalClonell, Hyclone, Life technologies, Burlington, ON,
Canada). Plusieurs sérums ont été testés pour cette étape. (Voir la section résultats dans le Chapitre
3) Normalement, la prochaine étape du processus de production des substituts urétraux devrait étre
I'ensemencement des cellules urothéliales a l'intérieur de ceux-ci, puis la maturation de l'urothélium
grace a la perfusion dans un bioréacteur. Comme nous sommes au début de ce projet, les résultats
obtenus jusqu'a maintenant concernent des substituts urétraux sans urothélium, c'est pourquoi les
étapes 5 et 6 de la Figure 7 ne sont pas complétées. Les tubes ont été utilisés directement pour la
greffe sur le lapin suite aux trois semaines de maturation sur le mandrin. Tous les substituts urétraux
qui ont servi pour les greffes ont été analysés lors de tests mécaniques, de colorations histologiques

et d'immunofluorescences sur coupes minces.

2.3 Le dosage des collagénes

Etant donné que les cellules mésenchymateuses de lapin produisent moins de MEC que les cellules
humaines correspondantes, plusieurs additifs ont été testés afin de provoquer une plus grande
synthese et un assemblage plus efficace du collagéne. Afin de déterminer les concentrations idéales
pour chacun des produits sélectionnés, deux tests quantitatifs ont été¢ optimisés, le dosage du

collagene par la coloration au Sirius Red et le dosage de I'hydroxyproline.

Les conditions de culture étaient trés exactement les mémes pour les 2 tests. Les biopsies pour le
dosage du Sirius Red, de I'hydroxyproline et du dosage d'ADN ¢étaient récoltées dans le méme tissu
a l'aide de poingon a biopsie. Les cellules ont été cultivées dans des plaques 12 puits, avec des
ancrages de papier pour éviter la contraction du tissu, pendant 12 jours. Les deux types de
constructions correspondantes a celles des tubes reconstruits furent testées, c'est-a-dire avec des
fibroblastes dermiques seuls et les mix. Toutes les cellules ont été cultivées dans un milieu DMEM-
Ham complet avec 50 ug/ml d'acide ascorbique qui fut changg trois fois par semaine. Il y avait trois
échantillons pour chacune des conditions et des contrdles (n=3), pour lesquels aucun autre additif
n'avait été ajouté. Les échantillons ont été produits avec les cellules de trois lapins différents (N=3).
Les différentes conditions de culture testées étaient les suivantes : 5 et 10 uM de LPA (Sigma), 50,
100 et 200 uM d'adénosine (Sigma) et 5, 10 et 20 ng/ml d'cestrogéne (Sigma). Ces conditions de
cultures ont été choisies en fonction de ce qu'il s'est déja fait dans la littérature ainsi qu'a partir de
tests préliminaires effectués préalablement. (Chabaud et al. 2013) Les tissus ont été rincés au PBS
et congelés a sec dans l'azote au moment de la récolte, puis décongelés dans un bain marie a 37 °C

pendant 5 min, au moment des analyses.
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2.3.1 Le dosage du collagéne par la coloration au Sirius Red

Les tissus de 6 mm de diamétre ont été incubés dans une solution de pepsine 10 mM EDTA
(Capitol Scientific, J.T.Baker, Austin, TX, USA), 0.5 M d'acide acétique pendant 12 hrs environ, a
37 °C sous agitation constante. Apres centrifugation, 100 pl de surnageant, contenant le collagéne
acide soluble, furent incubés avec le colorant Sirius Red pour 30 min. Le précipité alors formé
entre le colorant et le collagéne est centrifugé, rincé et récupéré. Aprés sa solubilisation dans le
KOH, le Sirius Red a été dosé au spectrophotométre a une longueur d'onde de 540 nm. (Keira et al.

2004)

2.3.2 Le dosage de I'hydroxyproline

Les tissus de 4 mm de diamétre ont été déposés dans les inserts de verre de 200 ul d'un tube a
chromatographie muni d'un bouchon de PTFE (Fisher Scientific, Ottawa, ON, Canada) et d'un septa
de teflon (Waters, Mississauga, ON, Canada). Une hydrolyse acide dans le HCI 12 M a été
effectuée a l'autoclave dans un cycle de 60 min a 121°C et 30 psi. Aprés avoir été filtré au charbon
activé, les solutions de tissus digérés étaient traitées suivant les différentes étapes du kit
Hydroxyproline Assay kit (Biovision, Milpitas, CA, USA). 40 pl de chaque échantillon ont été
séchés dans des plaques 96 puits a 60°C jusqu'a évaporation compléte de l'acide, qui pourrait
interférer avec les réactifs des étapes subséquentes. L'ajout de la chloramine T provoquait
l'oxydation des hydroxyprolines et la formation de pyrroles. En ajoutant le réactif de Ehrlich
contenant du (Dimethylamino) benzaldehyde (DMAB) dans une solution d'acide perchlorique, un
chromophore jaune était formé, permettant de doser 'hydroxyproline au spectrophotometre a 560

nm. (Stegemann & Stalder 1967)

2.3.3 Le dosage de 'ADN

Etant donné qu'il est probable que les additifs utilisés pour augmenter la production de collagéne
augmentent aussi la prolifération cellulaire, il est important de déterminer le nombre de cellules
présentes dans les échantillons. Pour ce faire, un test de dosage de I'ADN avec un intercalant
fluorescent nommé Picogreen (Quant-iT™ PicoGreen ® dsDNA Reagent and Kits, Invitrogen,
Oregon, USA) a été effectué sur les tissus reconstruits. (Singer et al. 1997) Des biopsies de 4 mm
ont été récoltés dans les mémes spécimens ayant servis aux tests de dosage des collagenes, puis ont
été congelés. Pour l'expérimentation, les morceaux étaient décongelés et incubés a 56 °C pendant au
moins 16 hrs dans une solution de protéinase K (QIAGEN, Hilden, Germany) concentrée a 10 %,

afin de complétement hydrolyser les protéines composant le tissus. Les bases azotées de 'ADN et

43



de I'ARN sont les seules molécules qui ne sont pas dégradées par cette enzyme. Afin de doser
seulement 'ADN, une incubation en présence de RNase A (Invitrogen) a été exécutée. Finalement,
les échantillons furent incubés avec le réactif Picogreen pour 5 min, puis la fluorescence émise était
captée a l'aide d'un fluorométre (Varioskan Flash, Thermo, Vantaa, Finland). Tous les échantillons,

ainsi qu'une courbe standard, ont été réalisés en duplicata.

2.4 Les analyses microscopiques

Afin de pouvoir apprécier la qualité de la matrice et des cellules composant les tissus produits,
chacun des substituts urétraux ont été analysés par histologie et immunofluorescence. Les
observations ont été faites avec un microscope droit de Zeiss (Axio Imager.M2, Zeiss, Toronto, ON,

Canada) et toutes les images ont été traitées avec le programme AxioVision V4.8.2.0 (Zeiss).

2.4.1 L'histologie

Les échantillons de substituts urétraux récoltés sous forme d'anneaux ont été fixés sur un mandrin
dans une solution tamponnée de formol 3.7 % pour 24 heures minimum pour étre ensuite inclus
dans la paraffine. Des tranches de 5 um d'épaisseur ont été coupées au microtome, puis colorées
avec un trichrome de Masson. Cette coloration permet de bien visualiser l'organisation des fibres de
collageéne colorées en bleu. Les noyaux des cellules sont plutdt colorés en rouge ou en rose foncé.
Une fois les coupes montées avec lamelles dans un milieu de montage a base de solvant organique,
Mounting medium (Thermoscientific, Canada) les coupes ont été observées au microscope droit a
champ clair et les images prises avec une caméra AxioCam ICcl. (Zeiss, Toronto, ON, Canada).
Certaines images ont aussi €té captées par une caméra AxioCam ERc5s (Zeiss) installée sur un

binoculaire Zeiss Discovery. V8.

2.4.2 Les immunofluorescences sur coupes minces

Pour procéder aux immunofluorescences sur coupes congelées, les échantillons doivent étre inclus
dans un polymére a base d'eau appelé OCT (Tissue-Tek, Somagen, Edmonton, AB, Canada) qui
protége les tissus lors de la congélation. Des coupes de 5 um d'épaisseur ont ensuite été effectuées
au cryostat, puis fixées au méthanol 100% a -20°C, juste avant de procéder a I'immunofluorescence.
Une étape de blocage des épitopes avec une solution de PBS contenant 3 % d'albumine bovine
(BioBasic, Markham, ON, Canada) et 0.3 % de triton précéde l'incubation des coupes avec les

anticorps primaires (voir le
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Tableau 3ci-dessous), dilués dans la méme solutions de PBS-BSA-triton. Les anticorps secondaires
sont couplés avec les fluorochromes Alexa 594, qui émettent dans le rouge et Alexa 488 qui
émettent dans le vert. (Molecular probes, Life Technnologies, Eugene, OR, USA) Les noyaux sont

marqués au Hoechst (Sigma) et les controles négatifs étaient des coupes ou l'anticorps primaire a été

omis.
Antigénes Compagnie Techniques Dilutions
Collagéne de type I Calbiochem IF-C 1:250
a-actine du muscle lisse Millipore Lamelles, IF-C 1:1000
Pan-cytokératines L
Millipore Lamelles, IF-C, IF-P 1:1000
(AE1/AE3)
Calponine SantaCruz Lamelles 1:250

Tableau 3 : Tableau des anticorps primaires utilisés en fonction des techniques employées.

[F-C : Immunofluorescence sur coupes congelées, IF-P : Immunofluorescence sur coupes paraffinées.
Lamelles : Immunofluorescence sur lamelles de verre.

Suite aux nécropsies des lapins, leur pénis, contenant les greffons, ont tous été fixés dans le formol
3.7 % et inclus dans la paraffine afin de faire des coupes longitudinales de toute la longueur du
pénis. Pour procéder aux immunofluorescences, ces coupes ne pouvaient donc pas étre traitées de la
méme fagon que les coupes de tissus congelées dans I'OCT. En effet, une fois les coupes
déparaffinées et réhydratées, une étape de démasquage est nécessaire pour libérer les épitopes
reconnus par les anticorps qui ont été masqués par la fixation au formol. Les lames ont été incubées
dans un tampon Tris avec 2.94 g/L. de sodium citrate et 0.05 % de Tween20, a pH 6, a 91°C,
pendant 30 minutes avant l'immunofluorescence. Les étapes subséquentes étaient les mémes qu'une
immunofluorescence sur coupes congelées. Toutes les photos ont été prises avec une caméra

AxioCam HRm. (Zeiss, Toronto, ON, Canada) en épifluorescence.

2.4.3 Les immunofluorescences sur lamelles de verre

Afin de caractériser les cellules employées pour la création des substituts urétraux, elles ont été
préalablement ensemencées sur des lamelles de verre. Cette analyse nous permet d'estimer leur
pureté, le phénotype de chaque population, ainsi que de voir les différences entre les mémes types
cellulaires d'individus différents. La caractérisation des cellules sur lamelles de verre emploie les
mémes anticorps que ceux utilisés sur coupes minces. Les cellules mésenchymateuses, a une

confluence d'environ 50 a 80%, ont été rincées au PBS supplémenté avec du CaCl, et fixées dans le
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méthanol 100 % pendant 10 min a -20 °C. Une période de 30 minutes d'incubation dans une

solution de PBS-3 % BSA-0.3 % triton est nécessaire avant l'incubation avec les anticorps primaires

(

Tableau 3) et secondaires. Les anticorps secondaires utilisés sont couplés avec le fluorochrome
Alexa 594 et les noyaux ont été marqués avec un intercalant de 'ADN, le Hoechst (Sigma). Le
microscope et la caméra utilisée pour prendre les clichés sont les mémes que pour les

immunofluorescences standards sur coupes minces.

2.5 Les tests mécaniques

Tous les tests mécaniques sont effectués a I'aide d'un appareil appelé Instron E1000 (Norwood, MA,
USA) (Figure 8E) possédant une cellule de charge de £ 50 N et toutes les données furent traitées par
le programme d'analyse Matlab. Deux tests différents sont proposés afin de déterminer les
différentes caractéristiques mécaniques des substituts urétraux (Figure 8A) : des tests de tractions
sur anneaux et des tests de rétention de suture. Le nombre de substituts urétraux testés pour chacun

des types de construction est résumé dans le

Tableau 4. Les cellules utilisées proviennent de lapins différents selon les cas (N= 1 a 3).
Cependant, pour les temps de maturation de cinq et sept semaines, un ou deux substituts seulement

ont été testés.

3 semaines 5 semaines 7 semaines
5 2 1
U N=3 N=2 =1
Mi 6 1 1
" N=2 N=1 N=1

Tableau 4 : Nombres de substituts urétraux testés lors des essais mécaniques.
fd : fibroblastes dermiques. Mix : Fibroblastes dermiques et vésicaux mélangés. N : Nombre d'individus

différents d'ou proviennent les cellules utilisées. Le nombre de semaines correspond a la durée de maturation
sur le mandrin avant d'étre analysés.
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Figure 8 : Tests mécaniques effectués sur les substituts urétraux pré-implantation.

A) Substitut avant les tests sur le mandrin initial. B-C) Substitut urétral installé sur le montage pour la prise
de mesure de I'épaisseur. D) Anneau de tissu qui sera installé sur les crochets métalliques de l'appareil de
traction. E) Appareil pour effectuer les tests mécaniques de traction et de rétention de suture. F) Montage
réalisé pour les tests de traction sur un échantillon de substitut urétral. Modifiées de Laterreur, V. et al.
(2014)

Les essais de traction (Figure 8F) consistent a installer un anneau de tissu (Figure 8D) d'environ 5 a
6 mm de large, sur deux crochets qui se séparent a une vitesse de 0.2 mm/s, jusqu'a la rupture du
tissu. Un pré-conditionnement de 20 % a été appliqué sur les anneaux, afin de diminuer la
variabilité entre les propriétés mécaniques mesurées pour chacune des constructions. Les données
recueillies lors du test de traction sont la force a la rupture (N) et le déplacement des tiges, ce qui
correspond a la variation de circonférence de I'anneau. A partir de ces données, il est possible de
calculer I'élasticité du tissu reconstruit, son pourcentage de déformation et sa pression d'éclatement.

Pour chacun des échantillons testés, 3 anneaux ont été prélevés.

La pression d'éclatement des différentes constructions a été estimée grace a la loi de Laplace,
représentée par les formules de la Figure 9 décrit par Laterreur et al.. (Laterreur et al. 2014) Selon
cette étude, afin d'estimer correctement la pression d'éclatement d'un biomatériau grace a la loi de
Laplace, il est important de tenir compte du diamétre de 1'anneau a la rupture de celui-ci, plutét que

le diamétre interne au repos.
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_ F
LoD

P

Figure 9 : Formule de 1'estimation de la pression d'éclatement (P).

F = Force maximale atteinte a la rupture de l'anneau en N. Lo = Largeur de I'anneau de tissu. D; =Diamétre
de I'anneau a la rupture. Modifié de Laterreur, V. et al. (2014)

L'épaisseur du tissu a été mesurée par un micrometre digital de haute précision, représenté dans la
Figure 8 B-C). L'épaisseur finale du tissu est une soustraction de la moyenne de six mesures prises
avec le tissu sur le mandrin et de la moyenne de six autres mesures du mandrin seul, divisé par
deux. Les données concernant les épaisseurs de chaque tissu permettent de les comparer entre eux et

d'éventuellement soulever certaines hypotheses lors de résultats inattendus.

Les essais de rétention de suture furent effectués a partir d'une portion du tube ou trois fils de suture
sont installés suivant le schéma de la Figure 10. Les trois fils sont équidistants et insérés dans le
tissu a 2 mm de l'extrémité du tube. L'appareil tire sur chacun des fils successivement a une vitesse

de 2 mm/sec. Le substitut est retenu sur le mandrin a l'aide d'un collet de serrage.

Fils de sutures (3)

Substitu
\_/

mandrin

Figure 10 : Représentation schématique des tests de rétention de suture.
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2.6 Les chirurgies de reconstruction sur le lapin

Des chirurgies de reconstruction ont été pratiquées sur quatre lapins New-Zealand avec un poids
moyen de 2.69 £0.05 kg. Toutes les manipulations étaient régies par un protocole approuvé par le
comité de protection des animaux de l'Universit¢é Laval. Les conditions d'hébergements furent
contrdlées de facon stricte, la température est tenue a 18°C et le taux d'humidité a environ 40 %. Les
cycles diurnes/nocturnes étaient de 12 hrs / 12hrs. Le temps d'adaptation des lapins avant la

chirurgie fut de 7 jours.

Ces chirurgies constituent une preuve de concept et servent a évaluer les embuches a prévoir lors de
tests a plus long terme, c'est pourquoi il n'y a que quatre lapins. Deux lapins ont recu un greffon
produit par des cellules mésenchymateuses dermiques et vésicales mélangés 1:1, tandis que deux
autres ont été greffés avec des tissus formés par des fibroblastes dermiques seulement. Tous les
lapins ont subi une urétrectomie circonférenticlle de 1 cm et le segment fut remplacé par un

substitut tubulaire reconstruit de 1.5 cm, afin de contrer une éventuelle contraction longitudinale (

Figure 11A-B). Tous les animaux étaient sous anesthésie générale, fait avec de la kétamine
30mg/kg et du Midazolan 0.3 mg/kg par des injections sous-cutanées. Une fois le substitut mis en

place grace au cathéter (10 Fr) (

Figure 11C), le chirurgien pratiquait les anastomoses distale et proximale respectivement, a 1'aide de

fils Maxon 7-0. (
Figure 11 D). Le fourreau du pénis était ensuite refermé avec un fil de Vicryl rapide 5-0. (

Figure 11E). Tous les fils sont résorbables et aucune intervention subséquente ne fut nécessaire.
Tous les sujets ont regu une dose d'antibiotique en prophylaxie au moment de l'opération. Un
antidouleur, le Maloxicam, a été administré pré-opération a une concentration de 0.3 mg/kg, pour
trois jours suivant l'intervention a une concentration de 0.2 mg/kg, puis pour les cinq jours
subséquents & 0.1 mg/kg. Un collet Elisabéthain a été utilisé pour empécher les animaux de se
lécher et de retirer le cathéter intra-vésical qui resta en place de 5 a 10 jours selon la tolérance et la
condition physique de l'animal. (Voir chapitre Chapitre 3) Des cystoscopies (7 ou 9 FR) ont été
pratiquées apres trois et sept semaines postopératoires, afin de détecter les éventuelles sténoses et de

pouvoir sacrifier I'animal avant qu'il y ait une fermeture compléte de 1'urétre. Les animaux furent
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anesthésiés avec 1 mg/kg d'Acépromazine avant l'intervention et l'anesthésie a ét¢ maintenue avec

un masque a l'isoflurane 2-3 %.

Figure 11 : Chirurgie de reconstruction urétral chez le lapin.

A) Substitut urétral de 1.5 cm. B) Section de 1 cm de long d'urétre natif réséquée. C) Mise en place du
greffon a l'aide du cathéter. D) Anastomoses distales et proximales entre le greffon et l'urétre natif. E)
Suture du fourreau par dessus du greffon.

2.7 Les analyses statistiques

Les résultats des tests de dosage des collagénes ainsi que les tests de résistance mécaniques ont été
analysés avec le logiciel GraphPad Prism 4 (GraphPad Software, Inc, La Jolla CA, USA). Des tests
d'analyse de variance de type ANOVA ont été fait sur les résultats exprimés en moyenne = SEM.
Ensuite, des post-tests de Tukey ont été utilisés, afin de déterminer les conditions significativement
différentes lorsque 2 conditions ou plus étaient comparées. Les valeurs de significativité étaient les

suivantes : p < 0.05 (*), p < 0.01 (**) et p < 0.001(***),
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Chapitre 3 : Résultats

3.1 L'optimisation des conditions de culture des cellules
mésenchymateuses de lapin pour la production de MEC

Le premier objectif de ce mémoire était de trouver les conditions de culture optimales pour
augmenter l'épaisseur des feuillets de MEC produits par les fibroblastes vésicaux et dermiques de
lapin afin de rendre les tissus manipulables. Plus précisément, deux méthodes de dosage du
collageéne ont été utilisées afin de connaitre les effets de divers additifs sur la dépot du collageéne
dans les tissus reconstruits. C'est donc a partir des mémes tissus que le collagene a été dosé par la
coloration des fibres au Sirius Red et que l'hydroxyproline a été dosée par la coloration avec le
DMAB. Les trois additifs testés étaient le LPA (5 et 10 uM), l'adénosine (50, 100 et 200 uM) et
I'cestrogene (5, 10 et 20 ng/ml) comme décrit dans la section de la méthode au chapitre 2.3. Toutes
les conditions comprenaient trois tissus (n=3) et trois populations cellulaires (N=3). De plus, pour
chacune des conditions, des feuillets dermiques et mix étaient comparés. Des tests ont été effectués
pour s'assurer que les additifs n'augmentaient pas la prolifération cellulaire dans nos tissus. Nous
désirons plutdt doser la variation de collagéne en fonction d'une aire de tissu donnée, ce qui permet
d'éviter le plus de biais possible. Un dosage de I'ADN a donc permis de calculer le nombre de
cellules par échantillon et d'ainsi constater qu'il n'y avait pas un nombre plus élevé de cellules dans
les échantillons par rapport au controle sans additif. (Figure 12) Surprenamment, les traitements
avec les additifs provoquent méme, a quelques reprises, l'effet contraire et diminuent (< 20%) la

quantité de cellules dans les tissus pour une aire donnée, surtout pour les conditions mix.
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Figure 12 : Quantification des cellules présentes dans les échantillons selon les additifs utilisés.

A) Tissus cultivés avec le LPA aux concentrations de 5 et 10 pM. B) Tissus cultivés avec 1'adénosine aux
concentrations de 50, 100 et 200 uM. C) Tissus cultivés avec 1'ecestrogéne aux concentrations de 5, 10 et 20
ng/ml. fd : Fibroblastes dermiques. mix : Fibroblastes dermiques et vésicaux mélangés (1:1). Ctl : milieu DH
complet sans additif. N = 3 populations cellulaires, n = 3 tissus par conditions (*p < 0.05, **p < 0.01 ***p <
0.001)

3.1.1 La coloration au Sirius Red

Le dosage du collagéne par la coloration au Sirius Red , une méthode qui dose seulement des
fibrilles de collagéne qui ne sont pas fortement assemblées, donne des résultats quelques peu
décevants. En effet, 1'augmentation attendue de collagéne déposé dans les tissus cultivés avec le
LPA et I'adénosine n'a été pas observée, tel que le démontre la Figure 13. Pour le LPA, on observe
méme une baisse significative du collagene dosé par rapport au contréle, lorsque les cellules étaient
en présence de 5 pM. (Figure 13 A) Néanmoins, pour la concentration plus élevée de 10 pM, une
hausse significative de la quantité de collagéne était percue, mais seulement pour la condition qui
contenait des cellules dermiques et vésicales mélangées (mix). Un phénomeéne contraire aux attentes

est aussi observé dans le dosage du collagéne des tissus reconstruits en présence d'adénosine et ce,
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pour toutes les concentrations et de facon inversement proportionnelle a l'augmentation de la
concentration utilisée. (Figure 13 B) Plus la concentration d'adénosine ajoutée était grande, moins il
y avait de collagéne doser par cette méthode. Pour ce qui est des conditions de culture ou on avait
ajouté de l'cestrogene, les résultats étaient davantage encourageants. (Figure 13C) En effet, il y avait
une augmentation significative de la quantité de fibrilles de collagéne dosée pour toutes les
concentrations, lorsqu'utilisées avec les mix. Seulement la concentration de 5 ng/ml d'cestrogéne
engendrait une augmentation significative du dépot de fibrilles de collageéne faiblement assemblées
dans les cultures de fibroblastes dermiques de lapin. En général, il n'y avait pas de différence
importante entre la quantité de collagéne dans les échantillons fd et mix. Par contre, si I'on tient
compte de la quantité de cellules dosée dans chaque condition, la quantité de collagéne faiblement
assemblée dans les conditions mix serait un peu plus grande que celle retrouvée dans les tissus de
fd. A la lumiére des résultats obtenus par le dosage du collagéne par la coloration au Sirius Red , les
additifs suivant devraient étre utilisés pour la culture des cellules mésenchymateuses de lapin : 10

uM de LPA et 5 ng/ml d'cestrogene.

3.1.2  Le dosage de I'hydroxyproline

Lorsque I'on regarde les résultats du dosage de 1'hydroxyproline, on ne retrouve pas le méme patron
de variation du collagéne dosé qu'avec la premiére méthode de dosage mais encore une fois,
l'augmentation de collagéne dans les tissus reconstruits n'est pas a la hauteur de nos attentes. Il n'y a
pas de hausse significative de la quantité d'hydroxyproline dans les conditions ou l'on a cultivé les
cellules avec du LPA et de 1'adénosine. (Figure 13D, E) Néanmoins, il y a une plus grande quantité
de collagéne dans les tissus construits mix, en présence d'cestrogéne et ce, pour toutes les
concentrations. Seulement la concentration de 20 ng/ml d'cestrogéne permet une augmentation
significative du collagéne déposé dans les tissus reconstruits avec les fibroblastes dermiques. 11 est
intéressant de constater que la quantité d'hydroxyproline, donc de collagene, était toujours beaucoup
plus élevée dans les feuillets mix que dans les feuillets fd. Si I'on se rapporte aux résultats du
nombre de cellules par tissu (Figure 12), cet écart était encore plus important, car il y avait
davantage de cellules dans les feuillets de fd qu'il y en avait dans les mix. On remarque donc le
méme phénomene que dans les dosages par la coloration au Sirius Red . En tenant compte de tous
ces résultats, seul l'cestrogene a 20 ng/ml serait choisi pour la production des feuillets de cellules

mésenchymateuses de lapin.
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Figure 13 : Dosage, par la coloration au Sirius Red et de 1'hydroxyproline, du collagéne déposé selon les
additifs ajoutés pour la culture de tissus de lapin reconstruits.

A, D) Tissus cultivés avec le LPA aux concentrations de 5 et 10 uM. B, E) Tissus cultivés avec 'adénosine
aux concentrations de 50, 100 et 200 uM. C, F) Tissus cultivés avec l'cestrogéne aux concentrations de 5, 10
et 20 ng/ml. fd : Fibroblastes dermiques. mix : Fibroblastes dermiques et vésicaux mélangés. Ctl : milieu DH
complet sans additifs. N = 3 populations cellulaires, n = 3 tissus par conditions (*p < 0.05, **p < 0.01 ***p
<0.001)
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3.2 L'optimisation de la méthode d'auto-assemblage pour les cellules de
lapin

3.2.1 Rendre le modé¢le spécifique a I'organe ciblé

Dans la méthode standard de production de substituts urétraux humains, ceux-ci sont constitués
uniquement de cellules mésenchymateuses extraites de derme. Etant donné que des fibroblastes et
des cellules musculaires lisses de vessie ont été ajoutés au modele, il est donc important de
comparer les cellules extraites de dermes et de vessies de lapin. Cela permettra de constater les
possibles différences morphologiques entre les deux. Les cellules caractérisées dans les Figure 14 et
Figure 15 sont les mémes qui ont été utilisées pour la construction des substituts urétraux greffés et
analysés dans le présent mémoire. Une grande proportion des fibroblastes dermiques des lapins 26
et 27 expriment probablement aussi I'a-SMA, mais un probléme technique est survenu lors de

I'immunofluorescence.
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Figure 14 : Caractérisation des cellules mésenchymateuses dermiques.

Immunofluorescences dirigées contre les cytokératines (AE1/AE3), I'a-SMA et la calponine sur les cellules
mésenchymateuses extraites de dermes de peau de lapins.

Ce qui est mis en évidence par les immunofluorescences est que les cellules mésenchymateuses
d'origines vésicale et dermique avaient des phénotypes relativement semblables. (Figure 14, Figure
15) Celles-ci exprimaient 1'a-SMA dans des proportions élevées et similaires. Certaines de ces
cellules exprimaient aussi la calponine, un marqueur de CML, mais seulement pour un faible
pourcentage de celles-ci. De plus, la pureté des 2 populations cellulaires a pu étre vérifiée grace a
des immunofluorescences dirigées contre les cytokératines (AE1/AE3) qui identifiaient les cellules
épithéliales qui contaminaient les populations de cellules mésenchymateuses. Il y avait environ 10
% de cellules épithéliales, autant dans les cellules dermiques (kératinocytes) que vésicales
(urothéliales). Ce pourcentage est une approximation en regard de la quantité totale de noyaux
observés sur les images des Figure 14 et Figure 15. Comme les cellules mésenchymateuses issues
des différents organes ne montrent pas un phénotype différent, les substituer dans le modéle ne
devrait pas apporter de changements négatifs. Pour vérifier cette hypothése, des constructions
créées a partir des deux populations seront comparées tout au long des analyses des substituts

urétraux lagomorphes.
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Figure 15 : Caractérisation des cellules mésenchymateuses de stroma vésical.

Lapin 27

; AE1/AE3
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Calponine

Immunofluorescences dirigées contre les cytokératines (AE1/AE3), 1'a-SMA et la calponine sur les cellules
mésenchymateuses extraites de stromas vésicaux de vessie de lapin.

3.2.2 L'amélioration de la fusion des feuillets et préservation de la longueur des substituts
urétraux

3.2.2.1 Le choix du sérum

Comme il a déja été mentionné, les conditions de culture utilisées pour la production des substituts
urétraux ont auparavant été optimisées pour les cellules humaines. Ces conditions de culture ont
donc été modifiées, afin de résoudre certains problémes rencontrés lors de la production des
feuillets composés de cellules de lapin. L'une de ces embuches majeures apparaissait lors de la
phase de maturation des substituts de lapin sur les mandrins. A ce moment 1, les couches du
feuillet avaient de la difficulté a fusionner les unes avec les autres lorsque I'on utilisait du milieu
supplémenté de 10 % de sérum veau feetal (SVF; Life technologies, Burlington, ON, Canada),
condition standard pour les substituts humains. Le tissu de lapin était plus glissant et étant donné

qu'il y avait une moins bonne tension lors du roulage, le feuillet de fibroblastes ne fusionnait pas
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assez rapidement sur lui-méme. Par la suite, du milieux venait se loger entre les différentes couches,
créant des tubes qui manquaient de tenue comme l'illustre la Figure 16 A. De plus, on remarque que
la frange finale de tissu se fusionnait difficilement avec le reste de la construction tubulaire en
présence de 10 % de SVF. (Figure 16 B) Ayant d'autres sérums a portée de main, les constructions a
base de cellules de lapin ont donc été maturées dans un milieu a 10 % de sérum H, un sérum de type
SVF, d'une autre compagnie. (Figure 16 C) Malheureusement, les tissus ont abondamment contracté
en longueur sur le mandrin ce qui réduisait considérablement la quantité de tissu utilisable pour les
greffes. La troisieme condition testée pour la maturation des substituts était un mélange de 5 % de
BGS et 5 % de sérum H. Dans ces conditions, les constructions étaient davantage uniformes,
restaient d'une longueur appréciable et les différentes couches fusionnaient beaucoup mieux entre

elles.

T

/ “h ,> "
//I Bt 2 & P~ o ¢ '\

Figure 16 : Substituts urétraux selon le sérum utilisé pour une période de maturation de 3 semaines.

A-B) SVF. C) H. D) 5% BGS +5% H. Toutes les constructions €taient cultivées dans du milieu DMEM-Ham
complet

Le graphique de la Figure 17 démontre bien l'impact des différents sérums sur la longueur des
substituts selon le nombre de jours de maturation. Il est important de noter que pour les conditions
avec les sérums H et SVF, les courbes du graphique étaient dessinées a partir des longueurs initiales
et finales (aprés 41 jours de culture) et ce, pour un seul spécimen par condition (tests préliminaires).
Néanmoins, toutes les constructions montraient une contraction importante sur le sens de la

longueur avec 10 % de SVF ou 10 % de H. Pour ce qui est des conditions ou 5 % de BGS et 5 % de
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sérum H étaient mélangés, le nombre de spécimens de départ était de 12 pour les fd et de 8 pour les
mix, puis leur nombre diminuait avec le temps suite au sacrifice des semaines précédentes, de sorte
que le n aprés 47 jours était de un pour chaque condition. En définitive, on a remarqué une nette

amélioration au niveau de la contraction, qui était plus ou moins importante selon les spécimens.

10

9

8
g 7 % o a— 5% BGS +5%
£ 6 HFD
5} \
£ s \ 5% BGS +5%
2 :
& 4 \ I;VIEIXFD
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Nombre de jours de maturation

Figure 17 : Graphique de la longueur des substituts urétraux selon le temps de maturation en fonction des
différents types de sérum.

Le pourcentage de sérum total de chaque condition est de 10% dans un milieu DMEM-Ham complet.

Finalement, pour une meilleure fusion des feuillets et pour une longueur finale de tube la plus
longue possible, la condition qui a été préconisée pour la culture était celle ou I'on supplémentait le
DMEM-Ham avec 5 % de BGS et 5 % de sérum H. Les substituts urétraux greffés ont donc été
maturés avec ce mélange de sérum. Il importait ensuite de déterminer pendant combien de temps

cette étape de maturation devait durer, afin que la fusion des feuillets de lapin soit optimale.

3.2.2.2 Lamodification du temps de maturation des tubes reconstruits

Afin d'améliorer encore d'avantage la fusion des différentes couches de tissu reconstruit qui
composaient les substituts urétraux, une autre avenue avait été explorée, celle d'augmenter le temps
de maturation des substituts sur les mandrins. Notre hypothese était que si les tubes étaient mieux
fusionnés, leur résistance mécanique serait améliorée. Des tests mécaniques ont donc été effectués

sur des constructions de lapin, maturées pendant trois, cinq ou sept semaines dans un milieu
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DMEM-Ham complet supplémenté de 5 % de BGS et 5 % de sérum H, d'adénosine 100 pM et
d'acide ascorbique 50 pg/ml. Encore une fois, des tubes construits avec des fd et des mix ont été
comparés. Les statistiques étaient calculées par rapport a la condition correspondante a trois
semaines de maturation. Les tests de rétention de suture indiquaient qu'en général, les constructions
mix possédaient une meilleure capacité a étre suturées que les fd. (Figure 18 A) De plus, les mix
obtenaient une amélioration significative de leur capacité de rétention des sutures apres cing et sept
semaines de maturation comparés aux mix a trois semaines, tandis que les constructions de

fibroblastes dermiques étaient significativement plus résistantes aprés sept semaines qu'a trois

semaines.
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Figure 18 : Caractérisation de la résistance mécanique des substituts urétraux reconstruits pré-implantation,
selon le type de reconstruction et du nombre de semaines de maturation.

A) Capacité de rétention de suture des tissus en g/force. B) Pression d'éclatement estimée en mmHg. C) Pourcentage de
déformation. fd : Fibroblastes dermiques. mix : Fibroblastes dermiques et vésicaux mélangés. Les controles pour les tests
statistiques sont les conditions respectives a trois semaines de maturation. (*p < 0.05)

Le graphique qui représente la pression d'éclatement en fonction du nombre de semaine de
maturation des substituts démontre qu'encore une fois, plus les constructions tissulaires étaient
maturées longtemps, plus elles étaient mécaniquement résistantes. (Figure 18 B) Effectivement, la
pression d'éclatement interne tolérée par les substituts de la condition fd augmentait
significativement entre trois et cinq semaines, puis encore entre cinq et sept semaines de maturation
pour atteindre un maximum de 1135,946,9 mmHg. L'augmentation de la pression d'éclatement
tolérée par les substituts mix était significative entre trois et sept semaines pour un maximum de
944,83+34,06 mmHg. Si l'allongement du temps de maturation augmentait la force mécanique

tolérée par le tissu, elle ne modifiait pas le pourcentage de déformation de celui-ci. Bien que plus
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rigides que l'urétre natif de lapin, nos substituts conservaient un pourcentage de déformation tres

similaire au fil du temps. (Figure 18 C)

A vpartir des résultats de ces tests mécaniques, on ne peut pas conclure que les cellules
mésenchymateuses de vessie de lapin produisent des tissus plus forts que les fibroblastes dermiques
seuls, puisque c'est seulement au test de suture que les mix sont significativement plus fort que les
fd. Par contre, 1'ajout de fibroblastes de vessie dans le modele n'affectait pas négativement les

propriétés mécaniques des constructions finales.

Ces tests mécaniques démontraient que plus le tissu était soumis & une grande période de
maturation, plus il est fort mécaniquement. Une coloration au trichrome de Masson de coupes
paraffinées des substituts urétraux a permis de déterminer si oui ou non ces tissus €étaient mieux

fusionnés au fil du temps.

3 sem

Figure 19 : Représentation sous forme de mosaique des substituts urétraux apres 3, 5 et 7 semaines de
maturation sur mandrin, pour les 2 types de constructions.

Les grandes images sont des mosaiques de photos prises a 5X, tandis que les encadrés représentent des
agrandissements du tissu. Encadré : Image des substituts a 5X, barre de mesure = 200um. fd : fibroblastes dermiques.
mix : fibroblastes dermiques et vésicaux mélangés.
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C'est donc les mémes tubes que ceux utilisés pour les tests mécaniques qui sont présentés a la
Figure 19, aprés trois, cinq et sept semaines de maturation sur mandrin. Ces tissus ont été
préalablement inclus dans la paraffine puis coupés et colorés avec un trichrome de Masson, afin
qu'on puisse apprécier I'organisation générale de la matrice. On remarque qu'a 3 semaines, il y avait
clairement une mauvaise fusion des couches tissulaires qui composaient les substituts urétraux
dermiques comparativement aux substituts mix, car on y remarque beaucoup d'espaces blancs entre
les fibres de collagénes colorées en bleu. Les cellules étaient pour leur part colorées en rose-rouge.
Le phénoméne de délamination était visiblement moins prononcé dans les tubes mix. Pour les temps
de maturation de cinq et sept semaines, les substituts étaient beaucoup plus fusionnés et formaient
davantage un tissu homogene qu'a trois semaines, autant pour les fd que pour les mix. (Figure 19)
Néanmoins, une mince couche interne semblait ne pas étre fusionnée avec le reste de la construction
dans les deux cas de figure. A sept semaines de maturation, les feuillets de tissu du substitut urétral
compos¢ de fibroblastes dermiques étaient trés bien fusionnés, alors qu'on commencgait & remarquer,
méme a faible grossissement, une dégradation de la matrice dans le substitut mix. La Figure 20

présente, a plus fort grossissement, les problémes associés a une longue maturation des substituts

urétraux sur les mandrins.
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Figure 20 : Problémes associés a une longue maturation des substituts urétraux sur les mandrins.

A-C) Cinq semaines de maturation. B-D) sept semaines de maturation. E) Epaisseur des substituts en fonction du

nombre de semaines de maturation. fd : Fibroblastes dermiques. Mix : Fibroblastes dermiques et vésicaux
mélangés.
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Dans la partie inférieure du trichrome de Masson a la Figure 20 A, on voit bien que les cellules dans
le substitut commengaient a mourir. (Figure 20) En effet, une perte de noyaux, ou plutdt une
fragmentation de ceux-ci était visible autant a cinq semaines de maturation, en A, qu'a sept
semaines, en B, dans les reconstructions produites par les fibroblastes dermiques. Les tubes fait a
partir de cellules mésenchymateuses de vessie et de derme mélangés montraient aussi des signes de
mort cellulaire, additionnés a d'autres phénomeénes entourant la matrice. En effet, a cinq semaines
de maturation (n=1), le tissu avait un aspect trés différent avec des vacuoles qui s'étaient formées a
l'intérieur de la matrice, localisé davantage autour des noyaux des cellules. Cette dégradation
semblait étre accentuée apres sept semaines de maturation (n=1), en plus d'étre accompagnée d'une
perte importante de cellules. Les substituts mix étaient donc davantage abimés a cinq et sept
semaines que les substituts fd. Il est intéressant de constater que ces mémes substituts mix étaient
aussi ceux qui étaient les plus épais, comme le montre le graphique en E (Figure 20), et aussi les
plus résistants. (Figure 18)
Etant donné qu'il a été démontré que des populations de cellules épithéliales étaient mélangées aux
cellules mésenchymateuses vésicales et dermiques (Figure 14 et Figure 15), il était possible

de retrouver ces mémes cellules dans les tissus reconstruits. Bien que leur présence ne soit
pas souhaitée, la

Figure 21E -F) démontre que méme aprés sept semaines de maturation sur le mandrin, que les
cellules épithéliales persistaient dans les tissus. A ce stade, les cellules urothéliales (mix) et les
kératinocytes (fd et mix) avaient migrées vers les faces externes des tubes de facon a s'y regrouper,
mais elles n'étaient malheureusement pas éliminées au cours du processus. Laisser plus longtemps
les tissus en maturation n'éliminait donc pas les cellules épithéliales qu'ils contenaient.
Qualitativement, a partir des immunofluorescences réalisées sur les tissus apres trois, cinq et sept
semaines de maturation, les substituts urétraux reconstruits avec les fibroblastes dermiques
seulement semblaient contenir une plus grande quantité de cellules épithéliales que les constructions

mixtes. (

Figure 21)
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Figure 21 : Persistance des cellules épithéliales dans les substituts reconstruits aprés trois, cinq et sept
semaines de maturation.

fd : Fibroblastes dermiques. Mix : Fibroblastes dermiques et vésicaux mélangés.

A la lumiére de ces résultats, il serait pertinent de modifier la méthode d'auto-assemblage standard
pour la production de substituts urétraux de lapin de sorte que les tubes aient un temps de
maturation sur le mandrin de cinq semaines plutét que trois. Les constructions seraient davantage
résistantes mécaniquement et leurs couches mieux fusionnées. Toutefois, 1'épaisseur des tissus
devrait, dans ce cas, étre révisée, afin d'éviter la perte cellulaire et matricielle. Quoi qu'il en soit, les
cellules épithéliales présentes dans les populations de cellules mésenchymateuses devront étre
retirées avant la culture des feuillets, car elles persistent dans les substituts jusqu'au sacrifice et
pourraient &tre un probléme lorsque les substituts urétraux seront implantés. Les cellules
urothéliales devront plutot étre ensemencées a l'intérieur des tubes et leur culture in vitro doit

auparavant étre optimisée.
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3.2.3 La modification du type de couche nourriciére pour la culture des cellules
urothéliales

Dans la méthode standard de culture des cellules urothéliales humaines, une couche nourriciére de
S3T3 murin est souvent utilisée dans la littérature et aussi par notre équipe. Cependant, pour la
culture des cellules urothéliales de lapin, cette technique ne donnait pas des résultats aussi
productifs qu'ils auraient di I'étre. Une couche nourriciére de fibroblastes (fb) dermiques de lapin a
donc été utilisée afin d'augmenter le rendement de prolifération des cellules urothéliales de lapin.
Apreés plusieurs tests, il a été démontré qu'une concentration de 6.5 x 10° cellules/cm? fb irradiés
était la meilleure condition pour toutes les populations de cellules urothéliales testées. (n=3) (Figure
22) La veille de I'expérience, des flacons de fibroblastes confluents étaient irradiés, puis trypsinés et
réensemencés 4 6.5 x 10° cellules/cm? dans 20 ml DMEM. Le lendemain, 10 ml de milieu était
retirés et 10 ml de DMEM-Ham complet était ajouté avec les cellules urothéliales. La Figure 22
illustre une meilleure croissance des urothéliales de lapin sur les fb de lapins irradiés comparée aux
fb murins irradiés et ce, aprés seulement trois jours de culture. Il est important de mentionner que
les substituts urétraux greffés n'avaient pas de cellules urothéliales a l'intérieur, car le projet est tres
précoce. Néanmoins, il est maintenant possible de cultiver ces cellules efficacement, afin de les

ensemencer dans les substituts dans un avenir rapproché.

fd irradiés S3T3 irradiés

ULY

UL11

Figure 22 : Utilisation de couche nourriciére pour la culture des cellules urothéliales de vessie de lapin.

A-C) Cellules urothéliales en P2 cultivées sur des fibroblastes dermiques de lapin irradiés. B-D) Cellules
urothéliales en P2 cultivés avec des fibroblastes de souris irradiés. (S3T3)
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3.3 La greffe urétrale compléte chez le lapin

3.3.1 La caractérisation microscopique des tubes pré-implantation

Suite a la reconstruction des substituts urétraux par la méthode d'auto-assemblage, il était essentiel
de démontrer qu'il était possible de greffer ces tissus chez le lapin. Ces résultats étaient une facon de
montrer leur fonctionnalité, ainsi que la faisabilité de la technique de greffe. Avant de commenter
les résultats de la greffe proprement dite, voici une caractérisation des tissus reconstruits pré-

implantation.

Premiérement, les Figure 23 A et B illustrent une immunofluorescence dirigée contre le collagéne
de type I qui permet de mieux comprendre le phénomeéne de délamination des couches de tissus qui
survient dans certains spécimens a trois semaines de maturation sur mandrin. Effectivement, les
tours de tissu des substituts fd ne sont pas fusionnés, ce qui cause les espaces vides entre les
couches ou du milieu de culture ou du sang peuvent se loger. (Figure 23 A, C et E) Les greffons
mix étaient beaucoup mieux fusionnés au méme temps de maturation. (Figure 23, B, D et F) En
second lieu, un marquage contre I'a-SMA suggére que les substituts fd contenaient davantage de
cellules qui exprimaient I'a-SMA comparés aux substituts mix. Néanmoins, la présence de ces
cellules est souhaitable dans ce modele, afin de recréer in vivo des structures de muscles lisses qui
composent l'urétre apreés l'implantation, mais elles peuvent aussi participer au processus de

contraction du greffon qui a lieu lors des sténoses urétrales.
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Figure 23 : Caractérisation des substituts urétraux pré-implantation, aprés 3 semaines de
maturation.

A-B) Immunofluorescence contre le collageéne de type I. C-D) Immunofluorescence contre I'a-SMA. E-
F) Trichrome de Masson. fd : Fibroblastes dermiques. mix : Fibroblastes dermiques et vésicaux
mélangés.

3.3.1.1 Les propriétés mécaniques des substituts urétraux greffés

Ayant passé seulement trois semaines en maturation sur les mandrins, les substituts urétraux greffés
dans les lapins n'étaient pas les plus résistant mécaniquement comparativement aux substituts qui
étaient restés cinq et sept semaines, mais ils étaient toutefois assez résistant pour étre suturés par le
chirurgien. (Figure 18) Les constructions produites a partir des fibroblastes dermiques atteignaient
une pression d'éclatement moyenne de 458,40+101,62 mmHg et les mix de 559,18+73,60 mmHg,
soit environ la moitié de ce qui est tolérée par les substituts apres sept semaines de maturation. Les

tests de rétention de suture sur ces mémes constructions donnent des résultats plus faibles que ce a
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quoi nous nous attendions soit de 23,64+3.99 g/f pour les substituts fait de fd et de 36,75+5,74 g/f
pour les constructions mixtes. On remarque que les substituts des deux catégories ont presque le
méme pourcentage de déformation qui reste d'ailleurs trés constant peu importe le nombre de

semaines de maturation a environ 28.82+2,85 % pour les fd et 29.16+3,53 % pour les mix.

3.3.1.2 Les résultats des greffes sur le lapin et les complications associées

Les greffons produits par la méthode d'auto-assemblage ont donc été greffés a l'urétre de quatre
lapins. (Tableau 5) Ces greffes de reconstructions urétrales avaient pour but de remplacer toute la
circonférence de l'urétre sur une longueur de 1 cm. Cette longueur d'urétre a été excisée, puis
remplacée par un tissu plus long, de 1.5 cm, afin de contrer une éventuelle contraction longitudinale
du greffon. La chirurgie a prouvé que nos greffons étaient d'une circonférence et d'une épaisseur
adéquate pour ce type de reconstruction et que les dimensions convenaient bien a la grosseur et au
poids des lapins utilisés. Les résultats obtenus ne sont pas sans complication, mais ils nous donnent
un bon apercu de la faisabilité de la chirurgie effectuée, ainsi que de notre capacité a la réaliser avec

les moyens dont nous disposons.

Les greffes de substituts urétraux nous ont aussi permis de constater que les tissus de lapins
reconstruits in vitro étaient assez solides pour étre manipulés par un chirurgien et surtout d'étre
suturés aux tissus natifs environnants. Malheureusement, certains tissus reconstruits étaient plus
fragiles que d'autres et c'est le cas du substitut composé de fibroblastes dermiques du lapin #1. En
effet, comme il est illustré dans la Figure 23, cette reconstruction n'était pas complétement
fusionnée et le tissu s'était alors délaminé au moment de procéder aux anastomoses. De plus, le
lapin a perdu son cathéter trés tot aprés la chirurgie. (Tableau 5) Ce sont probablement les causes de
la sténose urétrale précoce qui a menée a 1'échec de la greffe de ce sujet, puisqu'il a été le seul lapin
a décéder prématurément des suites d'une sténose compléte de son greffon. Malheureusement, les
résultats et les images des tissus péniens du lapin #1, suite a la nécropsie, ne sont pas disponibles,
car le traitement de la biopsie s'est mal déroulé. Néanmoins, suite aux résultats des autres sujets, on
peut supposer que l'inflammation aurait ét¢ davantage importante étant donné le cours lapse de
temps entre la chirurgie et le déces spontané du lapin, c'est-a-dire 19 jours. Tous les résultats

concernant les sujets greffés sont regroupés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 : Résultats et complications des greffes urétrales sur le lapin.

- Nombre
% Type.de Ty]’Je‘de Jrs Raison du déces Remarques
=~ substitut déces (semaines)

de survie

Perdu le cathéter apres 5 jrs,
1 fd Fortuite 19 jrs (3) Sténose complete petite qté. de sang dans
l'urine, rétention urinaire.

Sang dans l'urine, retrait du

Sténose partielle cathéter apres 9 jrs car
2 Mix Sacrifice 54 jrs (7.7) détectée apres anorexie et perte de poids,
49 jrs diverticule a la vessie, muscle

vésical hypertrophique.

Sang dans l'urine env. 10 jrs
jusqu'au retrait du cathéter
3 Mix Sacrifice 76 jrs (11)  Fin du protocole apres 14 jrs, difficile a
enlever, pierre dans ['urétre,
retiré sans probléme.

Petite qté. de sang dans
'urine, retrait du cathéter
apres 9 jours, car anorexie et
perte de poids, légere cordée.

Sténose partielle
4 fd Sacrifice 27 jrs (4) détectée apres
21jrs

Dans l'ensemble, toutes les greffes s'étaient bien déroulées et tous les lapins ont survécu a
l'intervention. Pour tous les lapins, il y avait une trés légére perte de sang dans les urines qui
perdurait souvent jusqu'au retrait du cathéter. Seul le cathéter du lapin #3 s'était bouché avant son
retrait. D'ailleurs, la plupart des lapins ont eu de la difficulté a supporter le cathéter, puisque cette
mesure implique le port du collet Elisabéthain, qui les empéchait de 1écher leurs plaies, l'urine et les
feces qui restaient collées a leurs poils. Ils finissaient par perdre l'appétit, puis cessaient de manger.
Une légere perte de poids provoquait automatiquement une prise en charge du sujet, afin qu'on lui
retire le cathéter. A ce moment 13, un bain de siége était donné et de la créme anti-irritation était
appliquée sur les rougeurs. Lors des cystoscopies, une observation inattendue a été fait au niveau
des fils de suture utilisés pour les anastomoses entre l'urétre natif avec le greffon. Dans tous les cas,
il y avait effectivement dans la lumicre de l'urétre, des morceaux de fils de suture qui provoquaient
la formation de dépot de calcaire et a une occasion, une pierre au centre du greffon. (Lapin #3)

Cette dernicre a été retirée lors de la 2éme cystoscopie, sept semaines post-opératoire.
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3.3.1.3 La caractérisation des greffons post-implantation
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Figure 24 : Caractérisation des greffons post-implantation.

Trois premieres rangées : Coloration au trichrome de Masson des coupes paraffinées de pénis des lapins #
2, #3 et #4, suite a la nécropsie. Images prises a 1.6X (binoculaire), 5X et 40X. Les pointillés représentent
les marges des greffons. La téte de fleche indique un foyer d'inflammation. Les fléches noir et jaune
montrent des néo-vaisseaux. Derniére rangée : Immunofluorescence dirigées contre les cytokératines sur
des coupes paraffinées de pénis des lapins 2, 3 et 4, suite a la nécropsie.

La Figure 24 présente les histologies et immunofluorescences effectuées suite a la nécropsie des
lapins #2, #3 et #4 sur les pénis entiers fixés dans le formol et inclus dans la paraffine. Les images
de la premicre rangée illustrent l'allure générale des greffons en coupe longitudinale ou I'on

remarque assez aisément les sténoses urétrales plus ou moins prononcée selon le sujet. Les lignes
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pointillées délimitent le début et la fin des greffons. On remarque que le greffon du lapin #2 avait
contracté longitudinalement comparé aux autres lapins. Ce sujet présente une distension de l'urétre
proximal en amont du greffon. De plus, 1'état hypertrophié¢ du muscle vésical suggere que la sténose
était installée depuis quelques temps, car des mécanismes de compensation étaient déja en place.
Des contractions soutenues de la vessie ont aussi provoqué l'apparition d'un diverticule sur la face
dorsale de la vessie. Les autres reconstructions urétrales des lapins #3 et #4 donnaient des résultats
plus uniformes. Le lapin #4 présente aussi une sténose au niveau du greffon, tandis que l'urétre du

lapin #3 semble normal.

Ces sténoses urétrales ne sont pas sans conséquence, puisque 1'état de la vessie de chacun des lapins
apres leur sacrifice semble refléter assez bien la gravité de la contraction circonférentielle du
greffon. Le lapin #1, décédé des suites d'une sténose compléte, avait une vessie trés endommagée
ou l'urothélium était completement dégarni laissant la sous-muqueuse directement en contact avec
l'urine : ceci laisse suspecter un déces par sepsis. Ensuite, le lapin #4 avait une sténose urétrale
précoce et la vessie n'a simplement pas été atteinte, ce qui n'est pas le cas du lapin #2, qui était un
cas beaucoup plus sérieux. En effet, comme c'était le cas des tissus péniens, l'inflammation était
abondamment présente au niveau du stroma vésical, de sorte que 50 % de la surface de 1'urothélium

était elle-méme détruite. Bien entendu, le lapin #3 avait une vessie normale avec un urothélium

sain, car il n'avait pas, a premiére vue, de sténose.

Figure 25 : Etat des vessies des lapins greffés suite a la nécropsie.
Coloration par un trichrome de Masson de coupes de vessies des lapins greffés avec les substituts urétraux reconstruits.

Grossissement 20X. A-D) dans l'ordre de sacrifice des lapins aux semaines 3, 4, 7.7 et 11 post-greffe respectivement. Le chiffre
dans le bas de la photo a gauche indique le numéro de lapin.
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Dans les greffons urétraux et les tissus environnants, la présence d'inflammation était inévitable
compte tenu du fait que les mécanismes de guérison des plaies étaient en marche suite a
l'intervention chirurgicale. Normalement, les résultats attendus auraient présenté une inflammation
décroissante plus le sacrifice du lapin était tardif. Toutefois, ce n'est pas ce qui s'est produit, puisque
les tissus du lapin #2 contenaient une inflammation plus exacerbée que ceux du lapin #4, qui était
pourtant décédé avant lui. (Figure 24, ligne 2) Néanmoins, ce sont des réactions immunitaires qui
étaient normales et non incontrolées. Les réactions inflammatoires du lapin #3, qui a été sacrifié en
dernier, semblaient réduites a quelques foyers isolés, ce qui est encourageant et nous indique que le
processus de guérison est possible entre nos greffons produits par génie tissulaire et les tissus natifs

du lapin.

Des résultats trés intéressant sont illustrés par la Figure 24 (ligne 3), qui représentent des
observations des coupes colorées avec un trichrome de Masson a un plus fort grossissement, des
greffons des lapins #2, #3 et #4. Les greffons de ces lapins, sacrifiés aux semaines 7.7, 11 et 4
respectivement, présentaient tous un recouvrement complet du greffon par l'urothélium natif du
lapin. Ayant migrées des berges des anastomoses, ces cellules urothéliales avaient un état de
différenciation et d'organisation qui était directement corrélé avec le nombre de semaines post-
greffe. Plus un lapin avait vécu longtemps aprées la greffe, plus I'urothélium qui avait colonisé le
tissu reconstruit contenait un nombre élevé de couches de cellules, comme en témoigne
I'immunofluorescence contre les cytokératines du greffon du lapin #3. (Figure 24, ligne 4) En effet,
aprés 11 semaines post-greffe, son urothélium était davantage développé et les couches basales,
intermédiaires et superficielles mieux organisées. On constate d'ailleurs que 1'urothélium du lapin #4
était moins épais et que les cellules étaient plus aplaties, comme si leur migration était récente et
leur organisation inachevée. Le greffon du lapin #2, aprés 7.7 semaines, était recouvert d'un

urothélium qui avait débuté sa stratification, mais qui n'était pas encore totalement organisé.

Bien que nous ne puissions pas effectuer d'immunofluorescences dirigées contre les protéines des
vaisseaux sanguins, puisque les manipulations n'ont pas été encore mises au point, nous pouvons
quand méme apprécier la vascularisation des greffons grace a la coloration au trichrome de Masson.
Comme le démontre la troisieme ligne de la Figure 24, des capillaires (fleche jaune) et des petits
vaisseaux (fléche noire) ont migré dans les tissus reconstruits. Evidement, plus le sacrifice s'est
effectué tardivement, plus il y a de vascularisation dans les greffons. Toutefois, il y a déja une
vascularisation qui s'était établie dans les greffons aprés 4 semaines et aucun signe de nécrose ne fut

observé pour tous les sujets.
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Figure 26 : Présence de cellules épithéliales dans les tissus reconstruits greffés chez le lapin pré-
implantation.

Immunofluorescence contre les cytokératines. A-D, dans 1'ordre de sacrifice des lapins aux semaines 3, 4, 7.7
et 11 post-greffe respectivement. fd : Fibroblastes dermiques. mix : Fibroblastes dermiques et vésicaux
mélangés. Les chiffres qui suivent le type de greffon correspondent au numéro de la population cellulaire
utilisée tandis que les chiffres dans le coin en bas a gauche dans les images correspondent au numéro du lapin.

Comme mentionné plus haut, la présence de cellules épithéliales dans les substituts urétraux
reconstruits par la méthode d'auto-assemblage était visible jusqu'a 7 semaines de maturation.
Toutefois nous n'avons pas été¢ en mesure d'établir une relation directe entre la présence dans les
tissus reconstruits de ces cellules épithéliales, que ce soit d'origine dermique ou vésicale, et le degré
de réussite de la greffe. La Figure 26 présente des immunofluorescences contre les cytokératines sur
les substituts greffés pré-implantation, présentées dans I'ordre de décés des lapins. Il n'y avait pas de
différence trés frappante entre la quantité de cellules épithéliales marquées pour chacun des tissus.
Malheureusement, le caractére qualitatif de ces analyses ne nous permet pas de tirer des conclusions
plus poussées a ce sujet et des analyses biochimiques devront étre effectuées afin de voir s'il y a une
corrélation entre les cellules épithéliales présentes dans les tissus et les degrés d'inflammation et de

complication de chaque sujet.

A la lumiére des présents résultats, il n'y a pas de corrélation qui a été découverte entre la réussite
de la greffe et le type de greffon utilisé. Il sera important pour les futures études, d'augmenter le
nombre de sujets de chacune des catégories et de préconiser les greffes autologues, afin de
minimiser les réactions inflammatoires qui ne sont pas causées par la chirurgie elle-méme.
Néanmoins, il est clair que méme si beaucoup de travail reste a faire, ces greffes de reconstructions
urétrales complétes chez le lapin sont du domaine du possible. Nous avons prouvé qu'il est faisable
de produire et de greffer les tissus de lapin reconstruits par auto-assemblage et d'autres chirurgies

permettront de raffiner la méthode, afin de poursuivre les recherches vers les études précliniques.
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Chapitre 4 : Discussion

Produire un tissu, exempt de biomatériau, a partir de cellules mésenchymateuses de lapin, qui soit
assez résistant pour nous permettre de créer un substitut urétral, puis de procéder a la greffe de
celui-ci, était un défi de taille. Effectivement, tout était a faire et il fallait commencer au tout début
par la production de tissus reconstruits par la méthode d'auto-assemblage. Cette technique complexe
a été optimisée pour trouver les conditions de culture idéales qui nous permettent d'obtenir une plus
grande quantité de collagene déposé dans les tissus, ce qui les rend facilement manipulables.
Ensuite, une étape supplémentaire a été franchie dans le processus par l'ajout des cellules
mésenchymateuses de vessie afin de rendre le modéle plus spécifique de 'organe ciblé et apporte
déja plusieurs caractéristiques intéressantes aux tissus de lapin. Ces étapes seront d'ailleurs
discutées ci-dessous. En dernier lieu, la conclusion de ce projet était de prouver que les substituts
urétraux reconstruits avaient les caractéristiques nécessaires pour étre greffés chez le lapin. Cette
preuve de concept, étape préliminaire indispensable, nous a permis de repérer les imprévus et
surtout de prouver que le modéle d'urétre reconstruit par auto-assemblage pouvait se comparer

avantageusement avec les autres modeles utilisés de nos jours en génie tissulaire.

Le modele d'urétre reconstruit humain avait jusqu'ici été produit a partir de fibroblastes dermiques
dans un milieu de culture de base, composé uniquement de DMEM et de 10 % SVF, additionné
d'acide ascorbique. (Cattan et al. 2011; Magnan et al. 2009) Les substituts étaient en mesure de
résister a une grande pression interne (3 semaines de maturation = 1133+76 mmHg) et avaient la
capacité d'étre suturés trés efficacement. (Magnan et al. 2009) De plus, les études effectuées par
notre équipe démontrent qu'ils permettaient une assise adéquate pour la différenciation d'un
urothélium mature (Imbeault et al. 2013; Cattan et al. 2011) et méme qu'ils pouvaient &tre
endothélialisés (Imbeault et al. 2013), tout cela dans le but ultime d'accélérer la prise rapide du
greffon chez I'hdte. Avec la complexité de la méthode, le temps de production trop long est un des
rares points négatifs reli¢ a ce modéle de tissu urétral reconstruit. Effectivement, la production du
substitut humain peut s'échelonner sur 60 a 90 jours selon les conditions de maturation choisies et
ce, de la prise de biopsie a la mise en bioréacteur, jusqu'a la maturation compléte du greffon.
L'amélioration des conditions de culture pour les cellules de lapin avait donc deux buts ; rendre les
tissus de lapin manipulables et diminuer le temps de culture des feuillets pour réduire le temps total
de production de ces substituts. Suite a l'ajout des additifs tels que l'adénosine, l'insuline,
I'hydrocortisone et 'EGF, le tout dans un milieu de culture enrichi de Ham F12, la production des

feuillets de cellules mésenchymateuses de lapin est maintenant de huit a onze jours. C'est une
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réduction substantielle si I'on considére que dans les anciennes conditions de culture, cette étape,

avant le roulage des tubes, pouvait durer jusqu'a 28 jours.

Optimisation de techniques biochimiques de dosage du collagéne dans les tissus de lapin

L'utilisation des immunobuvardages de type Western aurait certainement été l'outil d'analyse
adéquat dans ce cas-ci mais malheureusement, il nous est impossible de les utiliser pour l'instant
avec les tissus reconstruits de lapin pour deux raisons. La premicre est qu'il nous est impossible
d'homogénéiser ces tissus sans hydrolyser les protéines qu'ils contiennent et la deuxiéme raison
concerne un manque d'anticorps spécifiquement dirigés contre les protéines de lapin présentement
disponibles sur le marché. C'est pourquoi deux techniques alternatives de dosage ont été optimisées
: La coloration au Sirius Red ainsi que le dosage par colorimétrie de I'hydroxyproline. La coloration
au Sirius Red permet de doser les collagénes qui sont moins fortement assemblés entre eux, ou les
fibrilles ne forment pas encore de fibres volumineuses, plus facilement attaquables par la pepsine.
Comme le démontra Perumal et al., I'architecture circulaire des fibres de collagéne mature est fait
de facon a protéger la protéine de la dégradation par les enzymes. (Perumal et al. 2008) Plus les
fibres sont matures et moins ces derniéres ont acces aux sites de clivage, car ils deviennent cachés
au centre de la fibre. Donc, le collagéne dosé dans les tissus par la coloration au Sirius Red n'est pas
représentatif de la quantité de collagéne total formant le tissu, mais plutot de la quantité de
collagéne nouvellement formé ou plus faiblement assemblé. Lors des manipulations, on remarque
d'ailleurs qu'il y a, selon les conditions, des portions plus ou moins importantes de tissus qui ne sont
pas digérées apres le traitement a la pepsine. Ce phénomeéne peut aussi étre expliqué par la présence
de glycoaminoglycanes sur les fibres de collagénes qui diminuent la dégradation des fibres par les
enzymes et augmente la stabilité du collagéne. (Kirk et al. 2013) Une étape supplémentaire dans le
protocole permettrait de démasquer les sites de clivages de la pepsine au départ recouverts, avant de
digérer le tissu. (TASKIRAN et al. 1999) Méme si la technique nous donne pour l'instant une bonne
indication de la quantité de collagéne nouvellement assemblé dans nos tissus, l'amélioration de
celle-ci nous permettra d'en apprendre davantage sur la matrice extracellulaire reconstruite par les
cellules mésenchymateuses de lapin. Dans une autre mesure, la technique de dosage du collagéne
par la quantification de 1'hydroxyproline nous informe de la quantité totale de collagene présente
dans les tissus de lapin, puisque les protéines sont complétement digérées en acides aminés. Comme
en général moins de 2 % d'hydroxyprolines sont retrouvées dans les protéines des mammiféres et
que presque seul le collagéne et I'¢lastine en contiennent (Némethy & Scheraga 1986), cette
technique s'avere une méthode précise pour choisir quel additif présent dans notre milieu de culture

induit une plus grande production de collagéne. Il est important de préciser que la production de
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I'¢lastine est fortement inhibée par l'acide ascorbique (Davidson et al. 1997) présente dans les
milieux de culture utilisés pour la production des tissus ce qui fait de cette technique un indicateur

précis de la quantité de collagéne produite dans les différentes conditions.

Les résultats des dosages d'’ADN démontrent que les trois additifs ici utilisés n'augmentaient pas la
prolifération cellulaire et n'avaient pas le méme impact délétére sur la croissance des cellules. Par
exemple, on observe une baisse plus importante du nombre de cellules dans les tissus reconstruits
en présence d'cestrogéne que de LPA. En conséquence, on ne peut pas utiliser ces données comme
contrdle interne afin d'ajuster les dosages de collagéne en fonction du nombre de cellules par tissu.
Néanmoins, suite aux traitements avec les additifs, la quantité de cellules n'augmentait pas, ce qui
nous indique qu'ils n'agissaient pas en tant que molécules pro-prolifératives. Ceci est plutdt une
caractéristique positive pour la structure de nos tissus, car une hyperprolifération de cellules, qui
produiraient et déposeraient du collagéne, pourrait conduire a une fibrose. Bien que I'cestrogene soit
une hormone qui est reconnue pour augmenter la croissance des fibroblastes en culture, avec une
concentration plus faible que celle que nous utilisons (Soldano et al. 2010), étonnamment, elle n'a
pas d'effet sur nos fibroblastes dermiques et elle diminue méme significativement la croissance des
fibroblastes mix (tissu reconstruit a 1'aide de fibroblastes dermiques et vésicaux dans un ratio 1:1).
Cet effet est sans conséquence puisque la quantité de collagéne dans ces tissus est tout de méme
augmentée. Il faudra néanmoins, avant le transfert de notre technologie a I'humain et bien que les
malformations de l'urétre touchent trés majoritairement des gargons, effectuer des tests avec des
cellules provenant d'individus males et femelles pour s'assurer qu'il n'existe pas d'effets,
potenticllement néfastes, selon le sexe. Cette diminution du nombre de cellules est retrouvée dans la
plupart des conditions de culture, qu'elle soit attendue (Chabaud et al. 2013) ou non. La différence
importante du nombre de cellules a l'intérieur des tissus, entre les conditions mix et celles
composées de fibroblastes dermiques seulement (fd) est difficilement explicable. Les additifs
provoquent une diminution 30 % du nombre de cellules dans les feuillets mix par rapport aux
feuillets dermiques. Méme si d'autres tests seront nécessaires afin de le prouver, on peut déja
s'attendre a ce que les additifs utilisés aient un impact plus important sur les fibroblastes vésicaux
que sur les fibroblastes dermiques. La grosseur et le phénotype des cellules pourraient étre vérifiés
par cytométrie de flux d'expériences futures. La présence de cellules plus volumineuses dans les
populations de cellules vésicales pourrait expliquer une inhibition de contact plus rapide pour ce

type cellulaire et donc donner au final un nombre de cellules moindre.
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L'optimisation des conditions de culture permet d'augmenter le dépot de collagéne dans les

tissus reconstruits de lapin.

Afin d'améliorer la qualité et surtout la quantité de matrice extracellulaire (MEC) produite par les
cellules mésenchymateuses de lapin, des tests ont été effectués sur les deux types de feuillets
reconstruits pour trois additifs a plusieurs concentrations différentes comme la section 3.1 I'explique
plus en détails. L'adénosine (Lazzerini et al. 2012), l'acide lysophosphatidique (Castelino et al.
2011; Pradére et al. 2008) et l'cestrogene (Zong et al. 2007; Zong et al. 2009) sont des agents
impliqués dans des pathologies caractérisées par une fibrose des tissus conjonctifs a différents
niveaux de gravité. Toutefois un ensemble de tests biologiques et biochimiques ont été effectués
pour s'assurer que dans nos conditions de culture et aux doses utilisées, les phénotypes
pathologiques de ces maladies ne sont pas reproduits, mais plutét que l'on tire profit d'une
caractéristique qui leur est commune : l'augmentation de la production de MEC par les cellules
mésenchymateuses. De fagon générale, le dosage de I'hydroxyproline démontre qu'il y avait une
plus grande quantité de collageéne dans les conditions mixtes comparativement aux conditions avec
les fibroblastes dermiques seuls. Ce phénomeéne survient pour toutes les concentrations et pour tous
les additifs, ce qui suggéere une fois de plus que les cellules mésenchymateuses de vessie répondent

plus fortement aux additifs en produisant et déposant plus de collagéne.

Lors des tests visant a déterminer la concentration optimale d'cestrogéne, permettant d'augmenter la
production de collagéne dans nos tissus, aucune relation dose dépendante n'a été repérée. Les
résultats sont néanmoins le reflet de la littérature en ce qui a trait a l'augmentation de collagéne,
puisque pour les 2 techniques de dosage, il y avait une augmentation significative de la quantité de
collagene par rapport au contréle, pour toutes les concentrations. Il y avait autant de jeunes fibres
dans les cultures de fb mix que les cultures de fb dermiques, mais plus de fibres matures dans les
mix que les fd (dosage hyP). Malheureusement, ces résultats sont difficilement explicables,
puisqu'il n'est pas encore possible de savoir s'il y a plus de récepteurs pour l'cestrogene dans les
tissus dermiques par rapport aux tissus vésicaux. (Taylor & F 2000) De plus, la signalisation
cellulaire pourrait emprunter des chemins différents dans les cellules de derme et de vessie.
L'eestrogene est reconnue pour accélérer la cicatrisation des plaies cutanées (Ashcroft et al. 1995),
moduler la production de collagéne et réguler la protéolyse (MMP) (Ashcroft et al. 1997; Ashcroft
et al. 1999), protéger les fibroblastes contre le stress oxydatif (Bottai et al. 2013), etc. Tous ces
effets sont bénéfiques pour la prise de la greffe, mais étant donné que l'cestrogeéne est utilisée en
culture, ses effets se limitent donc a la production des tissus et non a la greffe chez les lapins males,

ce qui réduit donc les effets secondaires potentiels. Dans un futur rapproché, il sera intéressant de
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déterminer si l'augmentation du collagéne dans les matrices reconstruites en présence d'cestrogene
est due a une plus grande synthése de collagéne ou a une inhibition du remodelage de la matrice par
une diminution de la production et/ou sécrétion des MMP. (Zong et al. 2007) Le dosage de ces

MMP serait donc utile pour avoir une idée du taux de dégradation des fibres déja assemblées.

En regardant plus en détail les résultats relatifs au LPA, on constate qu'il n'augmente pas la quantité
total de collagene dans les tissus reconstruits aux concentrations testées, comme le prévoit
I'hypothese de départ. De plus, une diminution significative de la prolifération cellulaire a été
observée ce qui était toutefois prévisible, puisque le phénomeéne était relaté dans la littérature.
(Chabaud et al. 2013) Impliqué dans les maladies fibrosantes (Castelino et al. 2011), le LPA aurait
possiblement la capacité d’engendrer de la fibrose dans nos tissus suite a la greffe par le
recrutement de fibroblastes et de macrophages pro-inflammatoires. (Pradére et al. 2008)
Heureusement, notre équipe a déja démontré avec des fibroblastes humains qu'une sécrétion plus
¢élevée de collagene in vitro, s'arréte rapidement lorsque l'on supprime la supplémentation en LPA
dans les cultures. (Chabaud et al. 2013) De plus, les cellules expriment moins 1'a-SMA en présence
de LPA, réduisant ainsi les phénotypes contractiles indésirables des tissus reconstruits qui
composent les substituts urétraux. (Desmoulicre et al. 2005) Dans un autre ordre d'idées, le dosage
de collagéne effectué par la coloration au Sirius Red a démontré une moins grande proportion de
fibres immatures lors de l'utilisation de la concentration la plus faible (5 uM) comparée a la plus
concentrée (10 uM). Pourtant, le dosage du collageéne total est presque identique entre les deux
conditions. Notre hypothése sur ce phénoméne n'a pas été vérifiée, mais propose que les fibres de
collagéne produites en présence de 5 uM de LPA étaient assemblées de fagon plus complexe et plus
mature empéchant la pepsine de digérer le tissu. Des tests mécaniques sur des tissus reconstruits en
présence des différents additifs pourraient nous indiquer quelles conditions générent les feuillets les
plus solides et donc ou la MEC est la plus mature. Ce phénoméne est également observé avec les

tissus cultivés en présence d'adénosine.

Les résultats des dosages de collagene par la coloration au Sirius Red indiquent clairement que plus
la concentration d'adénosine utilisée est grande, moins il y a de collagéne dans les tissus. Cette
relation dose dépendante suggere que la diminution du collagene par rapport au contrdle est due une
fois de plus a une différence dans l'assemblage des fibrilles de collagéne dans le tissu reconstruit. La
technique du Sirius Red n'arrive donc pas a doser ce collagéne. Ce fait est supporté par le dosage de
I'hydroxyproline qui était constant peu importe la concentration d'adénosine utilisée.
Malheureusement, aucune donnée dans la littérature ne permet d'expliquer l'effet de 1'adénosine sur

l'augmentation de la réticulation des fibrilles de collagéne. Un dosage de la lysiloxydase, qui
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provoque la liaison covalente entre les fibres de tropocollageéne, pourrait nous donner une bonne
indication de la force avec laquelle sont assemblées les fibres entre elles. (Kato et al. 2013) Ce
dosage pourra éventuellement nous éclairer sur les différents états du collagéne généré par les
différentes conditions de culture. D'autre part, on sait que les glycoaminoglycans sur les fibres de
collagénes masquent les sites de clivage pour la pepsine. (TASKIRAN et al. 1999) Un lien entre
l'augmentation de ces sucres fixés au collagéne in vitro et la diminution de collagéne dosé par le

Sirius Red pourrait aussi étre une piste a explorer.

Suite a ces réflexions et a la lumiére des résultats obtenus, les meilleures concentrations d'additifs
qui devraient étre utilisées pour la production des feuillets matriciel & partir de cellules
mésenchymateuses de lapin sont 200 pM d'adénosine, 20 ng/ml d'cestrogeéne et 5 uM de LPA.
Toutefois, notre hypothése qui prétendait que tous ces additifs augmentaient considérablement la
quantité de collagéne dans les tissus n'est pas vérifiée, car les tests ne démontrent pas de trés bons
résultats dans ce sens pour des cultures avec le milieu DMEM-Ham. Cependant, il est important de
mentionner que, comparées aux cellules de lapin cultivées dans le DMEM, les améliorations sont
impressionnantes, tellement que les feuillets créés dans ces conditions ne peuvent pas étre
manipulés. Dans les conditions de culture utilisées pour les tests présentés ici, les additifs apportent
tout de méme des améliorations positives non-négligeables dans les tissus reconstruits de lapin. Un
travail reste a faire afin de trouver les concentrations optimales a utiliser dans le futur. De plus, la
combinaison de 1'ajout d'additifs, tel que l'insuline, et de la culture en hypoxie serait une voie
intéressante a explorer puisqu'elle favorise la production d'un collagéne plus dense et
mécaniquement plus résistant en augmentant la synthése de la 4-prolyl-hydroxylase. (Bjork et al.

2012)

Il est important de mentionner que les feuillets formés par les cellules de lapin qui ont servis a
I'élaboration des substituts urétraux greffés et analysés dans ce mémoire ne sont pas produits avec
les concentrations d'additifs préconisées par les dosages du collageéne. Ces résultats n'étaient pas
encore disponibles au moment de la production. Néanmoins, ils ont été produits avec une

concentration d'adénosine de 100 pM, déterminée avec des tests préliminaires.

L'ajout de cellules mésenchymateuses de vessie dans le modéle d'urétre reconstruit le rend

plus spécifique de 1'organe ciblé sans affecter sa qualité.

Au départ produits a l'aide de fibroblastes dermiques seulement, les substituts urétraux humains
avaient déja des caractéristiques intéressantes tant au niveau de la qualité de la matrice produite

(collagenes de type I et VII) que des propriétés mécaniques qu'ils possédaient. (Cattan et al. 2011;
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Magnan et al. 2009) Néanmoins, l'ajout de cellules mésenchymateuses de vessie dans le modele
pouvait apporter de nouvelles qualités au tissu. C'est a I'aide du modéle chez le lapin que cet ajout a
été expérimenté. Cependant, 1'ajout des cellules mésenchymateuses de vessie a l'intérieur des uretres
reconstruits par la méthode d'auto-assemblage implique qu'il faudra prendre 2 biopsies sur des sites
anatomiques différents : la peau et la vessie. Les chirurgies de reconstruction suite a un hypospadias
sévére, c'est-a-dire avec un long défaut urétral, s'effectuent souvent en deux temps pour corriger
d'autres problémes tel qu'une courbure pénienne trop prononcée par exemple. Donc, une anesthésie
supplémentaire ne serait pas toujours nécessaire pour faire la deuxieéme biopsie, qui serait effectuée

au moment de la premiére intervention.

En culture in vitro, les cellules mésenchymateuses de lapin du derme et de la vessie ne sont pas tres
différentes du point de vue morphologique, mais complétement différentes selon leur origine
tissulaire. L'origine des cellules utilisées pour la reconstruction par auto-assemblage a un impact
majeur sur le résultat final. (Carrier et al. 2009) L'ajout de fibroblastes vésicaux dans les tissus
devrait permettre de créer un tissu physiquement et moléculairement plus prés de ce qu'est la vessie
native, en optimisant I'échange de signaux entre les différents types de cellules et entre les cellules
et la MEC. (Rousseau et al. 2013) L'origine des cellules utilisées est si importante qu'elle provoque
des différences dans la réponse a des stimuli et ce au sein d'un méme tissu. (Varkey et al. 2014)
L'importance de se rapprocher le plus possible du tissu natif dans toutes les étapes du
développement d'un substitut est méme mise en évidence dans l'utilisation des matrices
décellularisées. Clairement, les meilleurs résultats ont été obtenus avec les sous-muqueuses de
vessies décellularisées comparativement au SIS, pour la reconstruction de tissus urologiques in vitro
destinés a la greffe. (voir Tableau 2) Les tissus reconstruits, fais a partir de cellules d'origine
différente, répondent de la méme fagon aux conditions de culture, permettant de comparer les deux
modgles sur d'autres plans tels que leur résistance mécanique, la viabilité des cellules ou encore leur

degré de fusion pour un temps de maturation donné.

En général, les tests mécaniques démontrent que les constructions mix avaient des propriétés
mécaniques supérieures ou égales aux substituts composés de fibroblastes dermiques. D'ailleurs, les
tissus produits avec les fibroblastes mix ont été plus performants au test de rétention de sutures que
ceux produits avec les fd. L'addition des fibroblastes vésicaux dans le modele n'est donc pas
déléteére au niveau des propriétés mécaniques des tissus reconstruits de lapin. Ce phénoméne est
néanmoins difficile a expliquer pour l'instant. Plusieurs hypothéses pourraient étre avancées pour
expliquer les meilleurs propriétés mécaniques des tissus mix, mais peu de travail a été fait jusqu'ici

afin de valider ces hypothéeses. Par exemple, une meilleure fusion des couches dans les conditions
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mix pourrait étre attribuée a une moins grande quantité de cellules épithéliales emprisonnées dans le
tissu au départ, qui peuvent retarder la fusion des tissus en libérant des MMP. (Kratz et al. 1995) De
plus, il est possible que les cellules de vessie produisent et assemblent plus rapidement le collagéne
requis pour le remodelage et la fusion des couches de tissus les unes aux autres. En somme,
I'hypothése voulant que les tissus mieux fusionnés soient plus résistants s'avere tout a fait vraie. Les
substituts fd de lapin ne sont pas bien fusionnés aprés 3 semaines de maturation. Pour ce type de
substitut, 'option d'allonger le temps de maturation a cinq ou sept semaines €était nécessaire pour
compléter le remodelage de la MEC. Une fois de plus, 1'ajout des cellules mésenchymateuses de
vessie dans le modéle devient trés intéressante puisqu'elle permet de conserver un temps de
maturation plus court de trois semaines, tout en produisant des substituts fusionnés et
mécaniquement plus résistants qu'avec le modele de base (fd). D'autre part, les résultats
histologiques révelent que plus les tissus restaient longtemps en culture, plus les cellules et la MEC
a l'intérieur des constructions étaient désagrégées. Plus les tissus étaient épais, plus les dommages
cellulaires, puis matriciels, apparaissaient rapidement. Selon les tests de pression d'éclatement, les
tissus les plus résistants avaient sept semaines de maturation, mais les cellules a l'intérieur avaient
complétement disparues. A la lumiére de ces résultats et parce que le tissu idéal doit étre solide et
vivant, un compromis doit étre fait et il convient donc de choisir un substitut un peu plus fragile
mais avec des cellules en bon état. Il n'y a actuellement pas de donnée dans la littérature qui
démontre jusqu'a combien de micrométres d'épaisseur un tissu peut encore étre nourri par les
nutriments du milieu de culture. L'oxygéne et les nutriments ne diffusent pas plus profondément
qu'environ 100 um d'épaisseur (Sekine et al. 2011) et c'est une des raisons qui pousse certains
chercheurs faisant de la médecine régénératrice a adapter leur méthode afin de réduire 1'épaisseur de

leurs tissus. (Owaki et al. 2014)

Indépendamment du type cellulaire utilisé (dermique ou vésical), en augmentant le temps de
maturation, on augmente la fusion des feuillets ainsi que la force mécanique maximale tolérée par
les tissus. En augmentant le temps de maturation, on augmente aussi la possibilité que les fibres de
collagene soient plus fortement reliées entre elles par d'autres types de liaisons covalentes comme la
glycation. Ce processus est engendré par la liaison des sucres du milieu de culture avec des amines
libres des lysines dans les triples hélices de collagéne contenues dans les tissus. La glycation est un
processus indépendant des enzymes qui augmente de beaucoup les capacités mécaniques du tissu.
(Mason & Reinhart-King 2013) De plus, il est prouvé qu'elle s'opére en culture dans un milieu est

trés concentrée en glucose tel que le notre. (Murillo et al. 2009)
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Etonnamment, le pourcentage de déformation des tissus reste le méme au fil du temps méme si les
tissus deviennent plus résistant mécaniquement et ce pour les deux types de construction. Donc,
méme si les fibres sont plus matures ou fortement assemblées entre elles, elles gardent la méme
capacité a se déformer malgré tout. C'est une propriété intéressante puisqu'elle nous permet
d'obtenir des tissus résistants, mais souples, qui se manipulent davantage comme un tissu natif ou

décellularisé qu'un biomatériau synthétique rigide. (Feng et al. 2009)

Extraire les cellules urothéliales a partir d'une biopsie de vessie apporte plusieurs avantages

non-négligeables au modeéle.

Etant donné le grand nombre de méthodes qu'il est possible d'utiliser pour extraire les cellules
urothéliales ainsi que leurs diverses origines, nous avons di faire un choix qui a été celui d'extraire
des cellules urothéliales de biopsie de vessie. Procéder a un prélévement de cellules au niveau de la
vessie plutot que dans l'uretre est une évidence. Moins invalidant pour le patient et plus simple a
prélever, ce type de biopsie est largement utilisé par les chirurgiens qui pratiquent la reconstruction
de tissus urologiques. (De Filippo et al. 2002; Atala et al. 2006; Raya-Rivera, Esquiliano, Yoo,
Lopez-Bayghen, et al. 2011; Magnan et al. 2006) De plus, en utilisant la vessie comme source de
cellules urothéliales, on s'assure de connaitre le phénotype des cellules récoltées. Etant donné que
l'urétre humain est recouvert d'urothélium seulement pour le premier tiers proximal, tandis que les
deux autres tiers sont de type malpighien, le risque d'obtenir des populations mélangées de
kératinocytes et de cellules urothéliales est élevé. Cet épithélium stratifié non-kératinisé est aussi
retrouvé au niveau de la muqueuse buccale, ou certains chirurgiens préférent prendre les biopsies,
dans le but de procéder a des reconstructions urétrales. (Bhargava et al. 2008; Feng 2011; El-
Kassaby et al. 2008) Dans la mesure ou un défaut urétral serait corrigé au niveau de la partie la plus
distale du pénis, il serait logique de penser qu'une reconstruction a partir de la muqueuse buccale
serait plus appropri¢e. Cependant, la fabrication d'un tissu capable de contrer les attaques de 1'urine
des l'implantation et pour les premieres semaines est ici visée, c'est pourquoi les cellules
urothéliales sont préconisées. Elles peuvent former un urothélium plus imperméable que la
muqueuse buccale. (Wu et al. 2009) Certains cliniciens ont utilisé une avenue différente qui
consiste a utiliser les kératinocytes du prépuce pour ensemencer, pré-implantation, des greffons
composés de matrice décellularisées de vessie pour une reconstruction urétral chez le lapin. (Fu et
al. 2007) Apres un suivi de six mois, les résultats démontrent un meilleur recouvrement des cellules
urothéliales de I'hdte et surtout une meilleure organisation musculaire dans les greffons

préalablement ensemencés de cellules épithéliales. La source de prélévement des cellules
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épithéliales proposée par ce groupe n'est pas a négliger, puisque la résection du prépuce, un tissu

non-essentiel, peut éviter une chirurgie plus invasive.

Afin d'éviter une intervention chirurgicale supplémentaire, I'équipe du Dre Fossum préconise la
récolte des cellules urothéliales par lavage vésical. (Chamorro et al. 2014; Fossum et al. 2012;
Fossum & Nordenskjold 2010) Bien que non douloureuse, cette technique non-invasive requicre le
plus souvent une anesthésie générale surtout chez les jeunes enfants. (Chamorro et al. 2014)
L'avantage de cette technique est d'éviter au maximum la contamination des cultures par les
fibroblastes de la sous-muqueuse vésicale. Par contre, la probabilit¢é d'obtenir des cellules
urothéliales de la couche basale, ou se trouve la majorit¢ des précurseurs importants dans la
régénération de l'urothélium, est trés faible. De ce fait, les adeptes de ce genre de méthode doivent
utiliser les cellules urothéliales a faibles passages (P4 maximum) afin de procéder a la
reconstruction urétrale par génie tissulaire. (Fossum & Lundberg 2005) La possibilité d'utiliser des
cellules souches provenant de l'urine a aussi été testée par certaines équipes dont celle du Dr. Atala.
(Bharadwaj et al. 2013) Suite a la récolte de plusieurs litres d'urine, I'expansion clonale d'une cellule
souche d'origine rénale est effectuée, puis la différenciation en cellules urothéliales s'opére grace a
un cocktail d'induction. Cependant, la technique est trés exhaustive et le temps requis pour avoir
une quantité suffisante de cellules pour ensemencer une construction est trés long avec cette
technique. La nature des cellules urothéliales et la fagon de les récolter sont donc propres a chaque
équipe. Nous avons arrété notre choix sur les biopsies vésicales, car elles apportent plusieurs
avantages comme nous permettre de récolter les cellules basales, les précurseurs/cellules souches et
une grande quantité de cellules, tel qu'expérimenté avec les biopsies de peau, pour un prélévement
de moins de 0.25 cm? de superficie. (Germain et al. 1993) L'expansion des cellules urothéliales a
partir de vessie n'est pas préconisée dans les cas ou celle-ci est atteinte par une pathologie (e.g.
cancer, hypertrophie musculaire, troubles neurologiques). (Subramaniam et al. 2011) Dans le cas de
patients atteints d'hypospadias, la vessie est tout a fait normale, ce qui devrait assurer une croissance

normale des cellules urothéliales recueillies.

Cultiver les cellules urothéliales avec une couche nourriciére permet d'obtenir des cellules de

meilleure qualité.

Suite a la biopsie de vessie, les cellules urothéliales sont mises en culture suivant différentes
méthodes et chacune posséde des avantages et des inconvénients. Bien que la méthode soit un sujet
de controverse, il est préconisé dans notre laboratoire d'utiliser une couche nourriciére pour mettre

en culture les cellules épithéliales autant pour les kératinocytes que les cellules urothéliales.
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L'équipe du Dre. Fossum utilise seulement une couche nourriciére d'origine murine (S3T3) pour
l'extraction primaire et la retire pour les passages subséquents. (Chamorro et al. 2014) Il semblerait
que leurs S3T3 n'ont pas complétement perdu la capacité de se diviser. Une éventuelle
contamination de leurs populations de cellules urothéliales par des cellules de souris peut devenir
préoccupante dans l'optique d'effectuer une greffe autologue de ces cellules ultérieurement. Pour
notre part, notre méthode d'irradiation des fibroblastes murins servant de couche nourriciere pour la
culture des cellules urothéliales est depuis longtemps considérée comme efficace et sécuritaire.
(Germain et al. 1993) Il est aussi intéressant de constater qu'il est possible de remplacer les
fibroblastes murins par des populations de fibroblastes dermiques humains irradiés testées négatives
pour la plupart des pathogénes connus pouvant étre transmis lors d'une greffe éventuelle. (Bisson &
Rochefort 2013) Cette étude a été effectuée pour la culture de kératinocytes et étant donné que nous
utilisons les mémes conditions de culture pour les cellules urothéliales humaines, les chances que
l'utilisation de couches nourriciéres de fibroblastes humains irradiés fonctionne bien avec de bon
rendement de croissance est trés vraisemblable. De plus, la culture de cellules épithéliales sur
couche nourriciére permet de cultiver les cellules a de plus hauts passages sans affecter la durée de
vie. Les risques de tumorogénicité ne sont pas augmentés (Thépot et al. 2011) et une plus grande
quantité de cellules souches/progénitrices dans les cultures est conservée. (Lavoie et al. 2013) Pour
l'instant, étant donnée que les biopsies nous permettent d'obtenir une bonne quantité de cellules
urothéliales et qu'elles sont cultivées et utilisées a bas passages, les risques de transformation, de
modifications de caryotype ou l'apparition de l'expression de génes de sénescence sont faibles.
(Chamorro et al. 2014; Fossum & Lundberg 2005) Personne n'avait jamais auparavant procédé a
l'irradiation de fibroblastes dermiques de lapin dans le but de produire une couche nourriciére
efficace pour la culture de cellules épithéliales de lapin. D'aprés les résultats obtenus, ce type de
cellules est un choix pertinent pour cultiver les urothéliales de lapin et pour obtenir un rendement de
prolifération tres élevé. Plusieurs tests sont a faire pour quantifier les améliorations obtenues avec
les fibroblastes dermiques irradiés de lapin. Une bonne caractérisation autant au niveau génétique
que protéique devra étre planifiée. Il faudra aussi prouver que l'intégrit¢ chromosomale est
préservée, que la télomérase est toujours efficiente et que les cellules expriment encore les
marqueurs spécifiques aux cellules urothéliales tels que les uroplakines. Suite a ces
expérimentations, les cellules urothéliales de lapin pourront étre ensemencées dans la lumiére des
greffons tubulaires et ainsi les protéger de 1’exposition a 1’urine lors de leur implantation chez le

lapin.
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Parallelement a 'optimisation de ce modele d'urétre reconstruit chez le lapin, il faut étre conscient
que la méthode ne doit pas étre trop modifiée, pour éviter qu'elle ne corresponde plus a celle utilisée
pour la production de tissus humains. Il faut garder en téte que le but de ces tests sur le modéle

animal autologue est de le faire approuver pour des études cliniques.

La greffe des substituts urétraux chez le lapin prouve leur fonctionnalité.

Au total, 4 greffes de remplacement urétral circonférentiel ont été effectuées chez le lapin. Ces
chirurgies constituaient une preuve de concept et nous ont permis de valider les caractéristiques
physiques et les propriétés mécaniques de notre modele. En conséquence, nos substituts urétraux
semblent d'une €paisseur et d'un diameétre appropriés pour procéder a ce genre de reconstruction par
rapport a l'age et au poids des lapins utilisés. Ils s'anastomosent efficacement aux tissus natifs
urétraux, car ils sont assez résistants pour €tre suturés solidement. De plus, les vaisseaux sanguins
de I'hote sont en mesure de migrer assez rapidement dans les greffons, ce qui permet d'éviter les
nécroses. Seulement 1 mois apres la chirurgie, les cellules urothéliales ont complétement recouvert
les greffons grice a la migration des cellules urothéliales a partir des sites d’anastomoses vers le
centre du tissu. Toutes ces observations sont encourageantes au point de vue de la guérison, qui se
fait rapidement méme si les greffes étaient de type allogénique. On peut donc s'attendre a ce qu'elles
se déroulent dans le méme sens lorsqu'elles seront autologues. Suite & ces premiéres chirurgies, il
n'y avait pas de différence entre les greffons composés de fibroblastes dermiques (n=2) et ceux fais
de fibroblastes dermiques et vésicaux (mix) (n=2). L'utilisation des cellules de vessie ne laisse pas
présager d'éventuels problémes et méme si le lapin en santé (sans sténose) avait été greffé avec un
substitut mix, 1'échantillonnage est trop petit pour tirer une conclusion a ce sujet. Les substituts
dermiques semblaient moins bien fusionner et donc moins résistants pour la rétention des sutures ce
qui a probablement engendré la suite d'événements menant au décés prématuré du lapin #1, greffé
avec le substitut le plus fragile des quatre, de type fd. Cette hypothése n'a pu étre vérifiée suite a la

nécropsie, car le greffon n'a pas été traité de facon a observer les tissus en coupe longitudinale.

Le recouvrement complet du greffon par les cellules urothéliales.

Tel que décrit dans la littérature, les cellules urothéliales ont la capacité de migrer sur les greffons
lors de reconstruction urétrale et ce, de facon plus ou moins efficace selon le type de biomatériau
utilisé. Par exemple, sur une matrice de sous-muqueuse d'intestin gréle de porc décellularisée (SIS)
greffée chez le lapin, une migration urothéliale est amorcée déja aprés une semaine post-greffe,
mais le recouvrement est complété seulement aprés un mois de suivi. (Dorin et al. 2008) Les

reconstructions faites a partir de greffon a base de gels de collagene de queue de rat (Micol et al.
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2012) et de tendon bovin (Arenas da Silva et al. 2014) donnent des résultats trés similaires avec un
recouvrement par les cellules urothéliales de I'héte un mois suivant la chirurgie. Malheureusement,
ces modeles ont tous les mémes types de problématiques post-opératoires: I'apparition de fistules
et/ou de sténoses. Outre le type de matériel utilisé pour la fabrication des greffons, sa longueur
semble directement associée a la capacité des cellules urothéliales a migrer sur sa surface interne.
(Dorin et al. 2008) En effet, Dorin et al. démontrent que, dans le cas de SIS non ensemencé in vitro,
tubularisé et greffé a l'urétre antérieur de lapin, la réépithélialisation des greffons est impossible si
celui-ci mesure plus de 0.5 cm de longueur. Il est donc trés intéressant de constater que nos
substituts de lapin reconstruits par auto-assemblage, qui contiennent des fibroblastes a l'intérieur de
la MEC mais pas de cellules urothéliales, permettent la migration urothéliale, méme s'ils ont une
longueur initiale de 1.5 cm. Ce biomatériau, constitué de cellules vivantes, est donc un meilleur
stroma au niveau de la migration cellulaire que les SIS de porc décellularisées. Nos résultats
montrent que les cellules épithéliales des lapins ont complétement recouvert la surface de la lumiére
des substituts 4 semaines suivant la greffe. De plus, l'organisation des cellules épithéliales ayant
migrées sur les greffons est d'autant plus évoluée que l'animal a survécu longtemps apres
l'intervention. La visualisation des marqueurs de différentiation des cellules urothéliales aurait été
nécessaire afin de déterminer avec certitude la nature des cellules épithéliales qui ont migrées sur
les substituts. Des immunofluorescences dirigées contre les uroplakines seront réalisées dans un
futur rapproché. De plus, l'analyse des greffons par microscopie électronique et autres techniques
d'imagerie auraient permis de caractériser le niveau de différenciation des cellules épithéliales
(urothéliales) par 1'observation d'une plus ou moins grande quantité de vésicules fusiformes a la
surface apicale des cellules superficielles. (Zupancic et al. 2014) Quoi qu'il en soit, 1'inflammation
créée par le contact entre l'urine et le stroma urétral devra étre réduite plus précocement afin de
diminuer la charge inflammatoire totale induite par la chirurgie, puis améliorer le succés des

greffes.

La présence d'inflammation dans les tissus diminue avec le temps.

Au cours de 'analyse post-greffe, il fallait s'attendre a retrouver de l'inflammation dans les tissus
urétraux étant donné qu'elle fait partie intégrante du processus de guérison des plaies. Néanmoins,
les réactions inflammatoires résiduelles étaient de type lymphocytaires, signe que la phase aigue
d'inflammation était déja résorbée pour laisser place a l'inflammation secondaire. Les tissus
reconstruits n'ont pas €té rejetés, mais l'inflammation secondaire a permis d'éliminer les quelques
cellules épithéliales, considérées comme du non soi, qui se logeaient dans les stromas depuis leur

conception. Des analyses en immunofluorescence pourront étre faites afin de valider ces résultats

87



observés en histologie. Quoi qu'il en soit, méme si les greffes étaient de type allogénique, les
fibroblastes et la matrice greffés n'ont pas été rejetés et la guérison a pu s'effectuer normalement. On
attribue ce résultat au fait que le systéme immunitaire des lapins était confronté a une premicre
exposition face a ces nouveaux antigénes du non-soi. (Sher et al. 1983; Hultman et al. 1996) De
plus, les greffes allogéniques démontrent généralement que les fibroblastes sont peu
immunogéniques et méme que des fibroblastes allologues greffés peuvent survivent 2.5 ans chez le
nouvel hote sans rejet. (Otto et al. 1995) Néanmoins, la greffe de cellules allogéniques dans des
substituts dermiques provoque une augmentation de l'inflammation contrairement aux greffes
autologues. (Lamme et al. 2002) On peut donc poser lI'hypothése qu'il y aura encore moins
d'inflammation lorsque les greffes seront autologues, ce qui peut réduire l'apport de cellules
immunitaires et une diminution de la libération de cytokines qui peuvent induire une fibrose et

ensuite une sténose urétrale plus importante.

La présence de cellules épithéliales dans les tissus reconstruits pourrait provoquer des

problémes de sténoses lors de la chirurgie.

Comme il a été mentionné au Chapitre 3, les populations de cellules mésenchymateuses dermiques
et vésicales de lapin n'étaient pas pures et contenaient des cellules épithéliales. Les tissus construits
avec ces populations en renfermaient donc nécessairement et leur présence était méme encore
observée apres plusieurs semaines in vitro (jusqu'a 7 semaines). Les tissus allogéniques greffés
contenaient donc sans aucun doute des cellules épithéliales, réputées comme étant plus
immunogénes que les fibroblastes lors de greffes non autologues (Hull et al. 1990; Nanchahal et al.
2002) Notre hypothése est que les substituts urétraux de type fd, qui semblaient contenir un ratio un
peu plus élevé de cellules épithéliales, ont donné des résultats moins encourageant que les substituts
mix. En effet, les sténoses les plus précoces ont été observées dans les urétres reconstruits avec les
substituts dermiques. Nous ne pouvons pas a cette étape, conclure sur le phénoméne a l'origine de
ces sténoses. Est-ce que les cellules épithéliales a l'intérieur des tissus ont induit une plus grande
réaction inflammatoire conséquence des sténoses? (Stramer et al. 2007) D'une autre fagon, la
libération de MMP par les cellules épithéliales enchevétrées dans les tissus pourrait compromettre
la fusion des couches et ainsi diminuer les propriétés mécaniques du tissu. (Kratz et al. 1995) Une
équipe a démontré que du milieu conditionné de kératinocytes diminuait I'expression de collagéne
par les fibroblastes dermiques. (Ghaffari et al. 2009) Lors de la phase de maturation des tubes sur
les mandrins, du collagéne doit étre synthétisé afin de permettre le remodelage du tissu pour que les
couches fusionnent ensemble. Une baisse de syntheése de collagéne a cette étape pourrait rendre la

fusion difficile. C'est donc pour toutes ces raisons que la présence des cellules épithéliales a
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l'intérieur de la matrice de nos substituts reconstruits peut possiblement mener a l'échec d'une

greffe, comme dans le cas du lapin #1.
L'ensemencement de cellules épithéliales pré-implantation pour éviter les sténoses précoces.

Les cellules urothéliales sont un probléme lorsqu'elles sont éparses au centre de nos tissus, mais leur
présence pourrait étre trés bénéfique si elles formaient un urothélium mature in vitro capable de
contrer les attaques de l'urine envers le stroma une fois implanté in vivo. Effectivement, 1'urine est
considérée cytotoxique pour les cellules qui ne seraient pas suffisamment différenciées et donc
incapables de se protéger contre elle. (Adamowicz et al. 2012) Plusieurs études démontrent que
I'ensemencement de cellules urothéliales in vitro sur un polymere synthétique (Feng et al. 2009) ou
encore sur une matrice décellularisée humaine (Fossum et al. 2007; Fossum et al. 2012) suffit pour
réduire presque totalement les risques de fistule et de sténose lors de greffes chez le lapin et
I'humain. Parallélement, l'utilisation de kératinocytes de prépuce ensemencés dans la lumiére de
substituts urétraux de sous-muqueuse de vessie de lapin décellularisée permet d'améliorer les
résultats des greffes chez le lapin, a plusieurs niveaux. (Fu et al. 2007) En effet, les greffons
présentaient une meilleure vascularisation et une organisation supérieure des fibres musculaires qui
les composaient lorsqu'ils étaient pré-ensemencés de kératinocytes. Cette étude chez 18 individus
met en relief l'importance de protéger le greffon des agressions de l'urine pré-implantation pour
éviter les sténoses et ce, méme si le type d'épithélium utilisé est différent du tissu natif. Aprés 6
mois suivant la greffe, les cellules urothéliales prennent totalement la place de 1'épithélium de
prépuce, qui n'est pas fait pour résister aux conditions du systéme urinaire. En ce sens, il apparait
clair que l'ensemencement des cellules urothéliales a l'intérieur des substituts est la meilleure
avenue a entreprendre afin d'optimiser la réussite de la greffe. La présence d'un épithélium mature,
capable de contrer l'entrée de I'urine a l'intérieur du stroma matriciel, permettra une diminution du
risque de fibrose caractéristique des sténoses urétrales. Si cette avenue doit &tre révisée,

I'ensemencement de kératinocytes de peau ou de prépuce pourrait devenir une option envisageable.
Autres causes possibles de sténose.

Dans un autre ordre d'idée, il n'est pas exclu que les sténoses que nous avons repérées suite aux
greffes de nos substituts urétraux soient attribuées au fait que celles-ci soient de type allogénique.
En effet, des éponges de collagéne ensemencées avec des fibroblastes autologues contractent moins
lors de greffes sur le dos de cochon d'inde que leur équivalent allologues. (Morimoto et al. 2005)
Aussi, le méme phénomeéne est remarqué lors de greffes de peau autologue chez les grands brulés.

(Boyce et al. 1995) 1l sera donc tres intéressant d'éventuellement comparer le nombre de sténoses
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obtenues lors de greffes allogéniques comparativement aux greffes de reconstructions urétrales
autologues chez le lapin pour apprécier l'impact de l'origine des cellules utilisées pour la

construction des tissus.

En général, une grande proportion des tentatives de reconstructions urétrales effectuées a partir de
tissus tubularisés aboutissent a des sténoses de gravités différentes selon la méthode utilisée
(Pansadoro & Emiliozzi 2002) Chez I'humain, Atala et al. ont obtenu des cas de sténoses qui étaient
réversibles avec le temps ou qui n'évoluaient pas vers une sténose compléte. (Raya-Rivera,
Esquiliano, Yoo, Lopez-Bayghen, et al. 2011) Etant donné que les lapins ont ici été sacrifiés
aussitot qu'une sténose était détectée pour éviter le plus possible de souffrance a 1'animal, il est
impossible de déterminer comment aurait évoluée cette complication dans le temps. De plus, avec
leur modele d'urétre fait de PGA, le cathéter doit rester en place pendant 4 semaines apres la
chirurgie. Un patient & qui ils avaient enlevé le cathéter aprés deux semaines a du étre réopéré suite
a une sténose grave. Laisser le cathéter plus longtemps pour protéger les greffons est donc une autre
option a envisager pour les prochaines chirurgies mais les conditions hygiéniques des lapins ont

tendance a se détériorer.

Normalement, les cas de sténoses sont associés aux matrices non-ensemencées pré-implantation
(Palminteri et al. 2012; Fiala et al. 2007; Gu et al. 2012; Feng 2011), il est donc surprenant de
remarquer 1'apparition de ces sténoses dans le modéle d'auto-assemblage qui propose une matrice
enchevétrée de cellules mésenchymateuses. L'utilisation d'additif fibrosant tels que l'adénosine
(Lazzerini et al. 2012) et l'insuline (Harrison et al. 2006) pour la culture des substituts de lapin
pourraient étre a l'origine de ces rétrécissements prématurés de la lumiére des substituts. En effet, ce
phénomeéne n'est pas rencontré dans le modéle humain (Cattan et al. 2011), ou le milieu de culture
utilis€ pour la phase de maturation ne contient pas ce genre d'additifs et ou le diamétre des
constructions demeure le méme tout au long du processus. Une fois nos populations de fibroblastes
bien purifiées des le début de la culture cellulaire, une meilleure caractérisation des greffons post-
implantation devra étre effectuée pour démontrer s'il y a une trop grande quantité de fibrose dans les
greffons par rapport au tissu natif environnant avant de déterminer si celle-ci est bel et bien une

cause possible des sténoses urétrales.
La formation de lithiase dans 1'urétre.

Les lithiases vésicales sont des complications trés fréquentes des chirurgies d'agrandissement
effectuées a l'aide de biomatériaux que ce soit d'origine synthétique (Oberpenning et al. 1999;

Nuininga et al. 2004) ou naturelle. (Seth et al. 2013) Il n'est donc pas trés étonnant de rencontrer cet
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obstacle mineur lors de nos chirurgies. Il est important de préciser que l'urine du lapin est
systématiquement alcaline (pH entre 8,0 et 8,4), qu'elle est opaque et souvent dite crémeuse lorsque
comparée a de l'urine humaine. Cette caractéristique des lagomorphes est provoquée par un
métabolisme du calcium différent des autres mammiferes, qui engendre une charge de calcium trés
¢élevée dans les urines par un mécanisme encore mal compris. (Brown 2006) Il semble que
I'absorption du calcium a travers la barriére intestinale chez le lapin n'est pas régulée de sorte que le
taux de calcium sanguin peut étre jusqu'a 50 % plus élevé que le taux normal pour les autres espéces
animales. En contact avec les biomatériaux de remplacement, l'urine de lapin semble souvent
provoquer des lithiases. Bien qu'il soit moins fréquent de retrouver une pierre au niveau de l'urétre,
la présence de bouts de fils de suture a l'intérieur de la lumiere pourrait étre un facteur de risque de
la formation de pierre (lapin #3). De plus, la consommation de nourriture déshydratée et le manque
d'activité physique peuvent étre d'autres facteurs de risques de faire des lithiases urinaires chez les
lapins. (Proenca & Mayer 2014) La supplémentation en vitamine C pourrait étre envisagée afin de
diminuer les risques de formation de pierre. Néanmoins, prise a temps, cette complication est

mineure et facilement traitable.

Les substituts urétraux reconstruits par auto-assemblage peuvent €tre avantageusement

comparés avec les autres biomatériaux utilisés en génie tissulaire.

Tous les types de biomatériaux ne sont pas équivalents a notre modéle de substitut urétral
reconstruit par auto-assemblage puisque, la plupart du temps, leurs caractéristiques physiques et
leur conception sont trés différentes. Néanmoins, il est possible de soulever les points forts et les

points faibles du modéle par rapport a ce qui se fait présentement en génie tissulaire.

Etant donné que I'hypospadias est une malformation congénitale qui n'est pas retrouvé chez le lapin
de laboratoire, les reconstructions urétrales doivent s'effectuer a partir d'individus sains. Une équipe
a donc chirurgicalement créé deux modeles de lapin ayant un hypospadias afin que d'autres puissent
tester leurs différentes chirurgies de reconstruction. (Lalla et al. 2007) Ces modéles permettent
d'étudier les propriétés biomécaniques et fonctionnelles des urétres avant et aprés les

reconstructions, nous permettant de tester la fonctionnalité de nos substituts.

Au dela de toutes les caractéristiques de notre modele, il se distingue parmi les autres grace a son
origine complétement autologue. (Les greffes préliminaires jusqu'ici effectuées étaient allologues
pour une question pratique, mais ce sont bien des greffes autologues qui sont vis€es.) Jusqu'a
maintenant, aucune autre équipe n'a été en mesure de créer des tissus urétraux ne contenant aucune

matrice exogéne biologique ou synthétique. Les substituts urétraux expérimentés normalement
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contiennent au minimum un échafaudage de matrice extracellulaire obtenu par la décellularisation
d'une sous muqueuse d'un organe comme le petit intestin ou la vessie. Les greffes de reconstruction
exécutées a l'aide de ces biomatériaux sont de types xénogénique ou allogénique. Les risques de
rejet, bien que faibles, sont présents, surtout si l'on veut procéder a une intervention subséquente
suite a des complications. Néanmoins, les modéles constitués de matrices décellularisées sont ceux
qui se rapprochent le plus du substitut créé par la méthode d'auto-assemblage du point de vue de
l'organisation de la structure matricielle qui est trés ressemblante au tissu natif. La réticulation des
fibres de collagéne et la présence de facteurs de croissance séquestrés a l'intérieur de celles-ci sont
entre autre, des facteurs a ne pas négliger dans la création d'un environnement propice pour les
cellules qui y sont ensemencées. Lorsque la méthode d'auto-assemblage est utilisée, étant donné que
les cellules produisent et organisent la MEC qui les entourent, nous sommes assurés d'obtenir une
organisation optimale et physiologique des composantes du tissu. Cette caractéristique unique
permet une meilleure signalisation moléculaire entre les cellules et la matrice, permettant une
migration optimale des cellules de 'hote dans le tissu lors de I'implantation. (Sutherland et al. 1996;

Lee et al. 2014)

Certaines équipes ont tenté l'utilisation de matériaux synthétiques pour la reconstruction de
substituts urétraux. (Atala 2011; Olsen et al. 1992) Les résultats obtenus chez les humains ne sont
pas mauvais, mais aucune autre étude de reconstruction urétrale n'a été réalisée avec ce type de
biomatériau depuis 2011. Le défi majeur avec ce genre de polymere (PGLA) est de créer un
échafaudage propice a la migration cellulaire, afin que le néo-tissu soit complétement colonisé par
les cellules ensemencées a l'intérieur avant la greffe ou encore bien vascularisé apres la greffe. C'est
un biomatériau approuvé par la FDA pour sa biocompatibilité et sa biodégradabilité (Astete &
Sabliov 2006) ce qui ne veut pas dire qu'il est le meilleur échafaudage pour la reconstruction
d'organe. C'est pourquoi certains tentent d'améliorer la migration des cellules épithéliales sur ce
genre d'é¢chafaudage en le recouvrant de collagéne. (Rho et al. 2006) Notre tissu urologique a
l'avantage d'étre déja un environnement propice pour les cellules fibroblastiques qui le colonisent et
ne nécessite pas d'optimisation de ce coté 1a, puisque la matrice produite est tout a fait naturelle.
Cependant, les biomatériaux synthétiques sont plus reproductibles au niveau de leur aspect
macroscopique que les tissus reproduits par auto-assemblage puisque leur conception peut étre
automatisée. Une équipe du Japon a réussi a créer un procédé automatique permettant de produire
des tissus plans par technique d'auto-assemblage, mais l'adaptation de cette technique pour la
conception de structures tubulaires n'est pas pour aujourd'hui (Owaki et al. 2014) De plus, le temps

de production est moins long pour les biomatériaux synthétiques et ils peuvent €tre entreposés.
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Néanmoins, toutes ces caractéristiques intéressantes ne surpassent pas l'avantage d'étre autologue,
sans matériau exogéne et sans risque de toxicité lors du remodelage de la matrice par le corps de
I'note. La production des tissus urologiques par auto-assemblage est certes longue, mais c'est en
améliorant la technique de culture qu'il est possible de réduire les délais avant la greffe et ce

mémoire est la preuve de I'avancement de ces travaux.

Une derniére caractéristique vraiment importante que posséde ce substitut urétral reconstruit par
auto-assemblage est sa grande résistance aux contraintes mécaniques. La plupart des biomatériaux
naturels issus de matrices décellularisées ont des capacités mécaniques faibles puisque les
techniques utilisées pour retirer les cellules des tissus modifient la structure voir la composition de
la MEC. (Reing et al. 2010) De plus, ces tissus sont trés minces et donc difficiles a suturer avec les
tissus natifs. La méme problématique est retrouvée avec l'utilisation des gels de collagéne qui ont
des caractéristiques intéressantes pour la migration cellulaire, mais qui ont une résistance
mécanique tres faible. Par exemple, les tissus greffés sur nos lapins, maturés pendant seulement 3
semaines, sont 20 fois plus résistants que les hydrogels de collagénes utilisés par Micol et al. (Micol
et al. 2012) De plus, ces propriétés physiques permettent d'éviter 1'apparition des fistules, une

complication importante souvent retrouvée avec les biomatériaux de faible résistance mécanique.

Pour toutes ces raisons, le modele d'urétre reconstruit par auto-assemblage chez le lapin est un
substitut avec un grand potentiel chirurgical qui porte a croire qu'il est un biomatériau ayant
beaucoup d'avenir dans le génie tissulaire et la reconstruction de tissus urologiques. Il y a
certainement du travail a effectuer afin que les greffes chez le lapin soient autologues. Suite a
I'amélioration des techniques d'extraction cellulaire, lorsque les populations cellulaires seront
davantage pures, les greffes autologues pourront étre effectuées sans risque pour les lapins. Tous
risques d'inflammation inutiles seront éliminés pour laisser place a un greffon complétement
autologue, sans biomatériau exogeéne, étant le plus représentatif de la réalité avec un stroma urétral
et un urothélium mature a l'intérieur. Les essais précliniques a long terme pourront alors étre

débutés chez le lapin.
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Conclusion

L'hypothése de ce projet de recherche était basée sur la possibilité de produire, par la méthode
d'auto-assemblage, un tissu a partir de cellules de lapin qui permettrait de construire des substituts
urétraux et de prouver la faisabilité de la greffe de ce substitut chez le lapin. Cette dernicére a
effectivement été vérifiée puisque premiérement, 1'auto-assemblage peut permettre de produire un
tissu de lapin et deuxiémement, il a été greffé. Bien qu'il ait fallu beaucoup d'efforts pour améliorer
la méthode de culture de cellules d'origine lagomorphe pour obtenir des substituts qui se
rapprochaient de ceux créés par les cellules humaines, I'aptitude qu'a ce modele a étre greffé chez le
lapin confirme notre succés. Le fait de procéder a une greffe de reconstruction urétrale
circonférentielle compléte chez le lapin démontre le potentiel chirurgical du tissu reconstruit par la

méthode d'auto-assemblage.

Il est important de mentionner qu'au départ de ce projet, il nous était impossible de produire les
tissus conjonctifs par la technique d'auto-assemblage a partir de cellules mésenchymateuses de
lapin. Maintenant, avec une adaptation de la méthode et beaucoup de travail, il nous a été possible

de greffer ces tissus chez quatre lapins afin de prouver la fonctionnalité de ceux-ci.

L'optimisation de la technique par ['utilisation des cellules mésenchymateuses vésicales et l'ajout
dans le milieu de culture de 'insuline et de I'adénosine s'est concrétisée par la réduction du temps de
production des substituts d'environ deux semaines. L'apport des cellules vésicales de lapin nous
permet aussi de conserver un temps de maturation des tubes de trois semaines, ce qui n'est pas
encore possible avec les cellules dermiques de lapin, cellules de base du mode¢le d'urétre reconstruit
humain. Avec ces améliorations considérables, le colt de la méthode est diminué et les lapins

peuvent étre greffés plus rapidement.

En définitive, méme si le projet a beaucoup cheminé, un travail considérable reste a faire car il en
est encore a ses tous premiers développements. L'amélioration du rendement des extractions
primaires, la purification des populations standards de cellules, ainsi que la caractérisation des
cellules provenant des sources complémentaires, sont les trois premiéres étapes a entreprendre avant
de continuer l'amélioration des substituts en tant que telle. Il faudra ensuite trouver les bonnes
concentrations d'additifs a ajouter aux cultures ou trouver d'autres produits encore plus efficaces.
Les feuillets devront étre amincis, tout en conservant les mémes propriétés mécaniques, afin d'éviter
le développement d'une nécrose lorsque l'on conserve les substituts en culture au dela de trois

semaines. Il faudra améliorer la fusion des feuillets de MEC qui composent les tubes et réussir a
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ensemencer les cellules urothéliales de lapin a l'intérieur avant 1'implantation. Les chirurgies ont
déja permis d'envisager les différentes embuches a prévoir pour la suite. Il serait trés intéressant de
trouver une méthode pour garder les cathéters plus longtemps en place pour protéger les plaies, tout
en permettant au lapin d'avoir une hygiéne convenable pendant ce temps. De plus, la grosseur des
fils de sutures devra étre revue pour éviter les lithiases urétrales. A long terme, toutes ces
améliorations permettront d'obtenir les meilleurs résultats de greffes possibles en utilisant ces tissus
urétraux reconstruits par auto-assemblage. Méme si jusqu'a maintenant il est raisonnable de croire
que ce modele a un grand avenir dans le génie tissulaire, il est important de le perfectionner jusqu'a
ce que l'on soit satisfait au point de le greffer a une grande cohorte de lapin et pour un suivi a long
terme de plus de six mois. Ensuite, la voie vers les études cliniques chez des patients humains sera

ouverte pour le futur de ce modele prometteur.
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