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Myocardial	infarct	(MI)	

Inserm,	Société	française	de	cardiologie,	www.american-hospital.org	

Leading	 cause	 of	 mortality	 and	 morbidity	
worldwide		
ü  France:	120,000	cases	a	year	(12,000	of	death)	
ü  US:	1.5	million	cases	a	year	(450,000	of	death)	

Treatment:	reperfusion	or	transplantation	
ü  More	or	less	efficient		
ü  Many	complications:	rhythm	disorder,	chronic	heart	failure…	

Cell	therapy	

Incomplete	care	

Need	to	find	therapeutic	solutions	
to	improve	the	tissue	remodelling		

Adapted to Nguyen et al., 2016 

Myoblasts	

Murine	MDSC	

Muscle	tissue	

Scientific	context	Introduction	

Ø  Any	or	short-term	effects	

Ø  Effects	independent	of	cell	presence	

Ø  Deleterious	side	effects	
		

Ø  Lack	of	reproducibility	

Conclusion:	
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Myocardial	infarct	(MI)	

Inserm,	Société	française	de	cardiologie,	www.american-hospital.org	

Leading	 cause	 of	 mortality	 and	 morbidity	
worldwide		
ü  France:	120,000	cases	a	year	(12,000	of	death)	
ü  US:	1.5	million	cases	a	year	(450,000	of	death)	

Treatment:	reperfusion	or	transplantation	
ü  More	or	less	efficient		
ü  Many	complications:	rhythm	disorder,	chronic	heart	failure…	

Objective	:	
Adapted to Nguyen et al., 2016 

Myoblasts	

Murine	MDSC	

Muscle	tissue	

MuStem	cells	

Tissue	and	function	repair?	

Ø  Cell	survival	and	migration	ability	in	vivo	
Ø  Muscle	regeneration	
Ø  Paracrine	effects	&	Global	tissue	remodeling	in	dystrophic	context	
Ø  Immunomodulatory	properties	
Ø  Primitive	cells	(oligopotency,	complex	phenotyping	including	

cardiac	markers)	

Scientific	context	Introduction	

Human	MDSC	
à	MuStem	cells	

Promising	biological	tool	for	regenerative	medicine	
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Cell	therapy	Need	to	find	therapeutic	solutions	
to	improve	the	tissue	remodelling		

Incomplete	care	
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Rat	RRG		
(10-11	sem)	

Anesthesia	

ECG	
Ultrasound	

T0	 +	1wk	

Ultrasound:	
Scoring	

(moderate	MI)	

+	3wk	

Ultrasound	

Coronary	ligature	

Injection	(2,7.106  cells)	

+	4wk	

ECG	&	Ultrasound	
Histology	/	IF	

Molecular	analysis	

Set-up	and	validation	of	the	experimental	protocol	Design	of	the	study	

Cohort:					
n=10	NaCl-injected	rats	
n=11	Cell-injected	rats	
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Afin de déterminer si les cellules hMuStem s'implantent effectivement dans le myocarde, une 2ème série de 8 rats sains a été réalisée (janvier à 
février 2018). L'implantation myocardique des cellules est évaluée à 1 jour (1 rat), 6 jours (2 rats) et 21 jours (5 rats), selon un protocole 
d’immunohistochimie classiquement utilisé à l’UMR 0703 PAnTher (Rouger et al., 2018) et reposant sur l’utilisation d’un anticorps anti-lamine A/C 
humaine qui ne présente pas de réaction croisée humain/rongeur (Figure 5). Une détection par qPCR utilisant une sonde Alu humaine 
spécifique est également utilisée. Les rats sélectionnés sont des mâles afin de ne pas interférer avec la disponibilité de la cohorte femelle sur 
laquelle l’induction de l’infarctus est réalisée. Les analyses sont actuellement en cours, les dernières disponibilités de ces mâles ayant pris du 
retard. Pour cette raison, les échantillons n’ont pas encore été explorés avec les approches de biologie moléculaire.  
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Figure 4 : Protocole expérimental de chirurgie chez le rat. (A) Ouverture de gorge pour intubation; (B) 
Thoracotomie et pose de la ligature coronaire; (C) Suture point par point de l’animal; (D) Réveil en 
couveuse (35°C) de l’animal. 

Figure 4 : Protocole 
expérimental de chirurgie 
chez le rat. (A) Ouverture de 
gorge pour intubation; (B) 
Thoracotomie et pose de la 
ligature coronaire; (C) Suture 
point par point de l’animal; 
(D) Réveil en couveuse 
(35°C) de l’animal 
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Cœur'de'rat'WT'(injecté'PBS)' Figure 5 : Immunomarquage spécifique de 
la lamine A/C humaine réalisé sur une 
coupe congelée de muscle squelettique 
humain et de cœur de rat. Une absence de 
réaction croisée de l’anticorps entre les 
noyaux humains et ceux de rats est 
observée, attestant de l’utilité de cet 
anticorps pour le repérage des cellules 
hMuStem administrées dans le cœur infarci 
de rat. 
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Ø  Set	up	of	the	surgery		
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Ø  Set	up	of	the	surgery		

Ø  ECG	and	ultrasound:	Plane	of	incidence	«	small	axis	»	combined	
with	recording	in	«	time-movement	»	mode	
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2/ Transplantation des cellules hMuStem dans un modèle d'infarctus du myocarde 
Entre novembre 2017 et février 2018, une 3ème série de 17 rats immunodéficients âgés de 2,5 mois a été réalisée pour appliquer le mode 
opératoire préalablement défini et optimisé chez les rats sains. Neuf rats ont été considérés à l’issue du protocole pour l’analyse, les autres rats 
étant sortis prématurément du protocole pour différents motifs intervenus lors de la phase expérimentale (mort lors de l’intervention chirurgicale, 
problème d’intubation,…). 
 
2.1. Méthodologie 

- J0 : ECG et Échocardiographie  Acquisition des données basales ; Genèse de l’infarctus par ligature définitive de l’artère coronaire 
marginale gauche. 

- J7 : Échocardiographie  Scoring de l’infarctus ; Protocole d’injection des cellules hMuStem : Cent quatre vingt µL d’une suspension de 
cellules hMuStem à une concentration de 15.106 cellules/ml sont injectés en multipoints dans la zone bordante de l’infarctus. De 6 à 9 
points sont réalisés en fonction de l’accessibilité du cœur, des adhérences présentes et de la taille de l’infarctus. 

- J21 : Échocardiographie  Suivi des paramètres fonctionnels et tissulaires 
- J28 : ECG et Échocardiographie  Acquisition des données fonctionnels et tissulaires finales ; Euthanasie : le cœur de chaque rat est 

prélevé, pesé et déposé dans un moule afin de pouvoir réaliser de façon reproductible des tranches de tissu. En fonction de la dilatation 
du cœur, 7 à 9 tranches sont réalisées et numérotées de 1 à 9 en allant de l’apex à la base (Figure 6A). En fonction de la taille de 
l’infarctus, nous avons déterminé que l’infarctus est localisé sur les tranches 1/2 à 4/5 (Figure 6B). Par ailleurs, des prélèvements de 
poumon, rate, rein, foie, cerveau et muscle Tibialis antérieur sont effectués. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
2.2. Caractérisation électrocardiographique  
Les enregistrements ECG effectués sur les rats injectés avec le véhicule (PBS) et les cellules hMuStem ne montrent pas de différence significative 
des différents paramètres mesurés, à savoir la fréquence cardiaque, la durée de l'onde P (dépolarisation des oreillettes), la durée du complexe 
QRS (dépolarisation des ventricules) et la durée de l'intervalle QT (repolarisation des ventricules) (Figure 7). Ce résultat était attendu dans la 
mesure où l'ECG de surface ne donne qu'une vision très large de l'activité électrique cardiaque et ne permet pas de visualiser des modifications 
locales de l'activité électrique, sauf si celles-ci conduisent à la survenue d'arythmies. Nos résultats montrent donc que les cellules injectées ne 
conduisent pas à la survenue d'anomalies rythmiques comme cela a pu être observé avec d'autres types cellulaires, en particulier des 
myoblastes (Fernandes et al., 2006; 2009). 

Figure 6 : Coupes de cœur réalisées grâce au moule. (A) Huit tranches allant 
de la base à l’apex. (B) Visualisation de l’infarctus. 

1					2							3						4					5							6					7				8	
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Figure 4 : Protocole expérimental de chirurgie chez le rat. (A) Ouverture de gorge pour intubation; (B) 
Thoracotomie et pose de la ligature coronaire; (C) Suture point par point de l’animal; (D) Réveil en 
couveuse (35°C) de l’animal. 
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Figure 4 : Protocole expérimental de chirurgie chez le rat. (A) Ouverture de gorge pour intubation; (B) 
Thoracotomie et pose de la ligature coronaire; (C) Suture point par point de l’animal; (D) Réveil en 
couveuse (35°C) de l’animal. 
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Could	MuStem	cells	be	useful	in	heart	lesion	context?	
	
	

	
	
	
	

		

ü  	Engraftment	of	MuStem	cells	?	
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points sont réalisés en fonction de l’accessibilité du cœur, des adhérences présentes et de la taille de l’infarctus. 

- J21 : Échocardiographie  Suivi des paramètres fonctionnels et tissulaires 
- J28 : ECG et Échocardiographie  Acquisition des données fonctionnels et tissulaires finales ; Euthanasie : le cœur de chaque rat est 

prélevé, pesé et déposé dans un moule afin de pouvoir réaliser de façon reproductible des tranches de tissu. En fonction de la dilatation 
du cœur, 7 à 9 tranches sont réalisées et numérotées de 1 à 9 en allant de l’apex à la base (Figure 6A). En fonction de la taille de 
l’infarctus, nous avons déterminé que l’infarctus est localisé sur les tranches 1/2 à 4/5 (Figure 6B). Par ailleurs, des prélèvements de 
poumon, rate, rein, foie, cerveau et muscle Tibialis antérieur sont effectués. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
2.2. Caractérisation électrocardiographique  
Les enregistrements ECG effectués sur les rats injectés avec le véhicule (PBS) et les cellules hMuStem ne montrent pas de différence significative 
des différents paramètres mesurés, à savoir la fréquence cardiaque, la durée de l'onde P (dépolarisation des oreillettes), la durée du complexe 
QRS (dépolarisation des ventricules) et la durée de l'intervalle QT (repolarisation des ventricules) (Figure 7). Ce résultat était attendu dans la 
mesure où l'ECG de surface ne donne qu'une vision très large de l'activité électrique cardiaque et ne permet pas de visualiser des modifications 
locales de l'activité électrique, sauf si celles-ci conduisent à la survenue d'arythmies. Nos résultats montrent donc que les cellules injectées ne 
conduisent pas à la survenue d'anomalies rythmiques comme cela a pu être observé avec d'autres types cellulaires, en particulier des 
myoblastes (Fernandes et al., 2006; 2009). 

Figure 6 : Coupes de cœur réalisées grâce au moule. (A) Huit tranches allant 
de la base à l’apex. (B) Visualisation de l’infarctus. 
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Ø  Rat	heart	slicer	matrix		
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Capacity	to	fit	into	the	host	tissue	and	always	present	21	days	post-injection	

Preliminary	results:	

Results	

 9 

2/ Transplantation des cellules hMuStem dans un modèle d'infarctus du myocarde 
Entre novembre 2017 et février 2018, une 3ème série de 17 rats immunodéficients âgés de 2,5 mois a été réalisée pour appliquer le mode 
opératoire préalablement défini et optimisé chez les rats sains. Neuf rats ont été considérés à l’issue du protocole pour l’analyse, les autres rats 
étant sortis prématurément du protocole pour différents motifs intervenus lors de la phase expérimentale (mort lors de l’intervention chirurgicale, 
problème d’intubation,…). 
 
2.1. Méthodologie 

- J0 : ECG et Échocardiographie  Acquisition des données basales ; Genèse de l’infarctus par ligature définitive de l’artère coronaire 
marginale gauche. 

- J7 : Échocardiographie  Scoring de l’infarctus ; Protocole d’injection des cellules hMuStem : Cent quatre vingt µL d’une suspension de 
cellules hMuStem à une concentration de 15.106 cellules/ml sont injectés en multipoints dans la zone bordante de l’infarctus. De 6 à 9 
points sont réalisés en fonction de l’accessibilité du cœur, des adhérences présentes et de la taille de l’infarctus. 

- J21 : Échocardiographie  Suivi des paramètres fonctionnels et tissulaires 
- J28 : ECG et Échocardiographie  Acquisition des données fonctionnels et tissulaires finales ; Euthanasie : le cœur de chaque rat est 

prélevé, pesé et déposé dans un moule afin de pouvoir réaliser de façon reproductible des tranches de tissu. En fonction de la dilatation 
du cœur, 7 à 9 tranches sont réalisées et numérotées de 1 à 9 en allant de l’apex à la base (Figure 6A). En fonction de la taille de 
l’infarctus, nous avons déterminé que l’infarctus est localisé sur les tranches 1/2 à 4/5 (Figure 6B). Par ailleurs, des prélèvements de 
poumon, rate, rein, foie, cerveau et muscle Tibialis antérieur sont effectués. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
2.2. Caractérisation électrocardiographique  
Les enregistrements ECG effectués sur les rats injectés avec le véhicule (PBS) et les cellules hMuStem ne montrent pas de différence significative 
des différents paramètres mesurés, à savoir la fréquence cardiaque, la durée de l'onde P (dépolarisation des oreillettes), la durée du complexe 
QRS (dépolarisation des ventricules) et la durée de l'intervalle QT (repolarisation des ventricules) (Figure 7). Ce résultat était attendu dans la 
mesure où l'ECG de surface ne donne qu'une vision très large de l'activité électrique cardiaque et ne permet pas de visualiser des modifications 
locales de l'activité électrique, sauf si celles-ci conduisent à la survenue d'arythmies. Nos résultats montrent donc que les cellules injectées ne 
conduisent pas à la survenue d'anomalies rythmiques comme cela a pu être observé avec d'autres types cellulaires, en particulier des 
myoblastes (Fernandes et al., 2006; 2009). 

Figure 6 : Coupes de cœur réalisées grâce au moule. (A) Huit tranches allant 
de la base à l’apex. (B) Visualisation de l’infarctus. 

1					2							3						4					5							6					7				8	

Ø  Rat	heart	slicer	matrix		

	
	

Could	MuStem	cells	be	useful	in	heart	lesion	context?	
	
	

	
	
	
	

		

ü  	Engraftment	of	MuStem	cells	?	

ü  Post-injection	adverse	effect	?	
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MuStem	cell	implantation	can	led	to	side	effects	?		

No	arrhythmia	subsequently	to	human	cell	implantation	

Results:	Part	2	

ECG	analysis:	

Preservation	of	the	ECG	pattern	at	d28	

•  Same	cardiac	frequency	
	

•  Unchanged	duration	for:	P-wave,	QRS	complex	
	and	QT	interval	
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Preservation	of	the	ECG	pattern	at	d28	

•  Same	cardiac	fequency	
	

•  Unchanged	duration	for:	P-wave,	QRS	complex	
	and	QT	interval	

MuStem	cells	implantation	can	led	to	side	effects	?		

No	arrhythmia	subsequently	to	human	cell	implantation	

4900 5000 5100 5200 5300 5400 5500
-0.3

-0.2

-0.1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

DI

DII

avant'infarctus 28'j'post3infarctus

4900 5000 5100 5200 5300 5400 5500
-0.1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

sans'h3MuStems

DI

DII

avec'h3MuStems 4900 5000 5100 5200 5300 5400 5500
-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

4900 5000 5100 5200 5300 5400 5500
-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

100'ms

5000 5100 5200 5300 5400 5500 5600
-0.2

-0.1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

5000 5100 5200 5300 5400 5500 5600
-0.6

-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

5100 5200 5300 5400 5500 5600 5700
-0.3

-0.2

-0.1

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

5100 5200 5300 5400 5500 5600 5700
-0.4

-0.2

0.0

0.2

0.4

0.6

Véhicule)
(PBS))

Cellules)
hMuStem)Cells	injected	

rats	

Before	infarction	 28	days	post-infarction	

Results:	Part	2	

ECG	analysis:	

	
	

Could	MuStem	cells	be	useful	in	heart	lesion	context?	
	
	

	
	
	
	

		

ü  	Engraftment	of	MuStem	cells	?	
	
ü  	Post-injection	adverse	effect?	
	
ü  Improve	functional	properties	of	heart?	
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Cell	treatment	Infarction	

Impact	of	MuStem	cells	on	cardiac	function:	Echography	analysis	Results	

70

90

110

130

0 7 21 28

%
 ch

an
ge

 LV
 E

DD

Days

Vehicule (n=10)

Cells (n=11)

28	days	

Akynesia	

Hypokynesia	

0	days	 7	days	

NaCl	injected	rats	

Cells	injected	rats	

Akynesia	

Akynesia	

LV	End	Diastolic	Diameter	

70

90

110

130

0 7 21 28

%
 ch

an
ge

 LV
 E

DD

Days

Vehicule (n=10)

Cells (n=11)

50

70

90

110

0 7 21 28

%
 ch

an
ge

 LV
 E

F

Vehicule (n=10)

Cells (n=11)

70

90

110

130

0 7 21 28

%
 ch

an
ge

 LV
 E

DD

Days

Vehicule (n=10)

Cells (n=11)

*	

LV	Ejection	Fraction	

*	*		*	 **	

p<0,001	repeated	measures	ANOVA	

.06/10 



Alice	RANNOU		/		«	MuSCo	»	project		/		Bioregate	financial	support	 December,	13th	2018	

Cell	treatment	Infarction	

Akynesia	

Akynesia	

28	days	0	days	 7	days	

Impact	of	MuStem	cells	on	cardiac	function:	Echography	analysis	Results	

Cells	injected	rats	

NaCl	injected	rats	
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28	days	0	days	 7	days	

NaCl	injected	rats	

Akynesia	

Akynesia	

Akynesia	

Hypokynesia	

Impact	of	MuStem	cells	on	cardiac	function:	Echography	analysis	Results	

Cells	injected	rats	

Capacity	to	modulate	the	functional	&	structural	features	of	infarcted	heart	
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28	days	0	days	 7	days	

NaCl	injected	rats	

Cell	treatment	Infarction	

Akynesia	

Akynesia	

Akynesia	

Hypokynesia	

Impact	of	MuStem	cells	on	cardiac	function:	Echography	analysis	Results	

Cells	injected	rats	

	
	

Could	MuStem	cells	be	useful	in	heart	lesion	context?	
	
	

	
	
	
	
	

		

ü  	Engraftment	of	MuStem	cells	?	
	
ü  	Post-injection	adverse	effect?	
	
ü  Improve	functional	properties	of	heart?	

ü  Tissue	mechanism(s)	to	cardiac	repair?	
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Results	 MuStem	cell	effects	on	tissue	remodelling	

NaCl-injected	rats	 MuStem	cell-injected	rats	

Ø  Large	fibrotic	tissue	
Ø  3	different	area	:					-	Viable	area	(VA)	

				-	Border	zone	(BZ)	
				-	Infarct	(Inf)	

Ø  Small	to	moderate	fibrotic	tissue	
Ø  Localized	area	

28	days	

BZ	 BZ	

Inf	 Inf	VA	 VA	 VA	 VA	

MuStem	cells	seem	to	limit	the	extension	of	the	fibrotic	process	
.08/10 

n=5	



Alice	RANNOU		/		«	MuSCo	»	project	/	Bioregate	financial	support	 December,	13th	2018	

	
	

Take	home	messages	and	burning	questions	

Conclusion	

Conclusion	&	
Perspectives	

Ø  Engraft	and	maintain	in	infarcted	myocardium		
Ø  Partially	restore	contractility		
Ø  Limit	infarct	size	

Work	in	progress	
	
ü  Determine	the	engraftment	rate	

ü  Learn	about	phenotype	they	acquire	in	situ	

Ø  How	do	MuStem	cells	behave:	skeletal,	cardiac	or	hybrid	fibers?	
Ø  Are	MuStem	cells	cycling?	

ü  Learn	about	pericardic	sphere	remodelling	

Ø  Fibrotic	tissue	(quantitative	data)	
Ø  Neovascularisation		

.09/10 
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Les cellules hMuStem (suppléments) 

Myogenic	markers	
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Results:	Part	2	

.17/28 

MuStem	cells	effects	on	tissue	remodelling	
NaCl	Injected	rats	 MuStem	cells	Injected	rats	

Ø  Presence	of	activated	
fibroblasts		

Ø  Calcium	crystals	in	necrotic	area	
Ø  Ground	substance	
Ø  Picnotic	cardiomyocyte	nuclei	

MuStem	cells	seem	to	limit	the	fibrotic	process	
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Could	MuStem	cells	be	useful	in	heart	lesion	context?	
Conclusion	&	
Perspectives	

NaCl hep. Injected rats MuStem cells Injected rats
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Results:	Part	2	
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MuStem	cells	effects	on	tissue	remodelling:	fibrotic	area		
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