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Introduction

Durant les dernieres décennies, les connaissances acquises sur les cellules souches et les
avancées nouvelles dans le domaine des biotechnologies ont fait de la médecine
régénérative une stratégie thérapeutique de choix pour de nombreuses pathologies dont
les traitements classiques ne permettent pas la guérison: maladie de Parkinson,
Alzheimer, diabéte, dystrophie musculaire de Duchenne... c’est notamment le cas de la
dégénérescence discale. Cette pathologie, a I'origine de 40 % des lombalgies, demeure un
probléme majeur de santé publique (1). Les traitements actuels proposés ne permettent
pas de traiter l'origine méme de cette dégénérescence et ne réussissent ainsi qu’'a

améliorer le confort des patients en réduisant la douleur.

Ainsi, le laboratoire d'Ingénierie Ostéo-Articulaire et Dentaire (LIOAD-INSERM UMR_S
791) de Nantes au sein duquel j’ai effectué mes travaux (désormais INSERM U1229, RMeS
(Regenerative Medicine and Skeleton research)) concentre aujourd’hui ses efforts sur la
meédecine régénérative du squelette et notamment celle du disque intervertébral.
Celle-ci constitue une approche particulierement prometteuse au regard de la physiologie
discale et des processus menant a sa dégénérescence. En effet, les connaissances
récemment acquises sur ces processus, qui se caractérisent par la diminution de la densité
cellulaire puis une rupture de I’homéostasie discale (2,3), laissent a penser qu'une
« supplémentation » cellulaire permettrait de restaurer la matrice extracellulaire (MEC)
hyperhydratée et ainsi, de rétablir les fonctions discales.

Les objectifs principaux de cette équipe sont de développer des stratégies basées sur:
l'utilisation de cellules régénératives associées a un biomatériau cytoprotecteur (3) et
également l'utilisation de facteurs biologiques (4,5) véhiculés in situ afin d’induire la
régénérescence du DIV. L’association de ces différents éléments permettrait alors de
générer un tissu vivant fonctionnel injectable au site 1ésé. Une récente étude réalisée au
laboratoire a montré in vitro que I'apport du facteur de croissance GDF-5 (Growth
Differenciation Factor-5), permet d’engager la différenciation de cellules souches issues
du tissu adipeux humain (CSAh) vers des cellules présentant un phénotype semblable a
celui de celles présentes dans un DIV sain (6). Il est actuellement envisagé d’injecter des
CSAh pré-différenciées contenues dans un hydrogel d’hydroxypropylmethylcellulose-
silanisée (7)(HPMC-Si dont le laboratoire détient le brevet référencé sous le numéro WO
2005044326 Al (8)) dans le DIV lésé. Afin de favoriser leur différenciation et leur

prolifération in situ, le GDF-5 pourrait étre vectorisé par I'intermédiaire d'un biomatériau
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Introduction

qui rendrait alors possible cette approche (5). Cet objectif de vectorisation de molécules
actives a été celui de la these de Nina Henry, doctorante a I'unité. Son travail a été envisagé
selon deux approches qui pourraient étre a terme complémentaires. L'une consiste en la
production de nanofibres de silice sur lesquelles le GDF-5 est adsorbé et l'autre au
développement de microspheéres de pullulane (PMBs pour pullulan microbeads) chargées

en GDF-5.

C’est dans ce contexte que je me suis vu confier pour mission I'optimisation du protocole
de formulation et la caractérisation des PMBs non chargées pour une application a terme
comme vecteur de facteur de croissance. Les résultats de mes travaux doivent permettre
aux PMBs d’étre par la suite chargées en GDF-5 et injectées par voie intra-discale en
association avec I’hydrogel d’HPMC-Si et les cellules souches régénératives, formant ainsi

un systeme biphasique : PMBs/HPMC-Si.

Le présent manuscrit de thése s’articulera en deux parties.

Dans un premier temps, une étude bibliographique permettra de détailler les différentes
approches de médecine régénérative. Les cellules souches employées, les biomatériaux
existants ainsi que leurs applications possibles seront développés. Les hydrogels et la
forme microsphérique seront détaillés afin de justifier nos choix. Le disque intervertébral
sera décrit de sa forme saine a sa forme dégénérée nous permettant d'évoquer les
traitements actuels et ceux envisagés.

Dans un second temps, une partie expérimentale développera la mise au point, par
émulsion/réticulation, des PMBs. Les résultats de leur caractérisation seront exposés et
discutés, I’évaluation de leur aptitude a répondre a I'application visée sera réalisée. Cette
seconde partie sera présentée de facon conventionnelle : les matériels et méthodes
employés précederont les résultats et leur discussion. Cette partie a été réalisée au
Laboratoire d'Ingénierie Ostéo-Articulaire et Dentaire (LIOAD-INSERM UMR_S 791) de
Nantes (désormais INSERM U1229, RMeS (Regenerative Medicine and Skeleton
research)) sous l'encadrement du Docteur Johann Clouet et du Docteur Catherine Le
Visage.

Enfin, une conclusion générale, portant sur I'ensemble des travaux réalisés, et des

perspectives permettront de cloturer 'ensemble.
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Revue bibliographique

I. MEDECINE REGENERATIVE

La médecine régénérative est un domaine de recherche multidisciplinaire. Il s’agit d’'une
stratégie thérapeutique qui vise a restaurer les tissus ou organes endommagés ainsi que
les activités fonctionnelles en tirant profit de la capacité du corps a se régénérer et donc
a produire de nouveaux tissus ou, en remplagant les tissus malades par des tissus sains

produits via 'utilisation de cellules souches. Il existe trois approches différentes: la

thérapie cellulaire, I'ingénierie tissulaire et la thérapie génique (cette derniere ne

sera pas développée dans ce manuscrit).

1. Thérapie cellulaire

La thérapie cellulaire est I'ensemble des techniques permettant la manipulation ou la
transformation d’une cellule ou d’un tissu, afin de leur conférer des fonctions nouvelles,
en l'occurrence thérapeutiques (9). Comme son nom l'indique, elle consiste a utiliser des
cellules saines dans le but de rétablir la fonction d’un tissu ou d’'un organe endommagé de
maniére ciblée et durable. Bien que différentes sortes de cellules soient utilisées pour
obtenir des cellules différenciées fonctionnelles adaptées a la thérapie cellulaire, elles ont

toutes deux propriétés communes (10):

- la possibilité de donner naissance a plusieurs types cellulaires fonctionnels, nommée
différenciation multi-lignée,
- une capacité a se diviser physiologiquement de maniére illimitée mais controlé, il
s’agit de 'auto-renouvelement.
Ces deux caractéristiques font de ces cellules, des cellules dites cellules souches. Leur
capacité de différenciation multi-lignée permet la formation de cellules fonctionnelles
dans les tissus cibles, leur capacité d’auto-renouvellement assure le maintien du réservoir
cellulaire et ainsi une régénération maintenue a moyen voire a long terme. Grace au fort
potentiel régénératif de ces cellules, cette approche est tres prometteuse a des fins
thérapeutiques. Cependant leur capacité d’auto-renouvellement illimité qu’elles
partagent avec les cellules tumorales entraine un risque de dégénérescence cellulaire et
de croissance cellulaire incontr6lée, voire tumorale (11), qui doit absolument étre
maitrisé et surveillé pour toute application clinique. Les cellules utilisées proviennent soit
du patient lui-méme, ce sont des cellules dites autologues, soit d'un donneur sain, on
parle alors de cellules allogéniques. En fonction de leur potentiel de différenciation

(Figure 1) ces cellules sont soit des cellules souches pluripotentes capables de se
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différencier en tous types cellulaires y compris en cellules germinales, soit des cellules
souches multipotentes pouvant donner un nombre limité de cellules ayant une méme

origine embryonnaire.

Fécondation

Zygote Morula
" Cellules totipotentes
T4 Capables de donner tous les lignages
B embryonnaires et extra-embryonnaires
B]asti‘l:rlcysbe
Cellules pluripotentes
| — [;e':.lgles l_s::;lcll_l:: Capables de donner
yo I'ensemble des lipnages
+ embryonnaires
Cellules souches . .
Emhryun.ﬂ: Foetus germinales (v compris germinal)
w
< \ Cellules souches
Aﬂ{llte feetales Cellules multipotentes
. Capables de donner
Cellules souches | plysijeurs types de cellules
du sang de cordon
et placenta Cellules unipotentes
"| Capables de donner un
E— Cel]u;gilst:l;ches " seul type de cellule

Figure 1. Ontogénese et capacité de différenciation cellulaire (Adapté de Denis J.A., 2011 (12)).

A but thérapeutique, deux stratégies sont employées (13):
- la thérapie cellulaire substitutive, concerne I'implantation de cellules exogénes

saines pouvant produire une substance nécessaire a 'organisme ou influer sur son
microenvironnement de facon a moduler une réponse physiologique, par exemple la
réponse immunitaire.

- lathérapie cellulaire régénérative, consiste a utiliser des cellules souches, pouvant
se différencier en cellules cibles dans le but de reconstituer un tissu ou un organe
défaillant.

Hormis l'utilisation de ces cellules in vivo en étant implantées dans le corps des patients

dans le cadre de thérapie cellulaire, elles sont également utilisées in vitro soit en
recherche fondamentale permettant une meilleure compréhension des mécanismes
physiologiques et physiopathologiques (14), soit pour la recherche de nouveaux
médicaments (15) en tant qu’outil pour: l'identification et la validation de cibles

thérapeutiques, le criblage de nouvelles molécules ou encore I'évaluation de 'efficacité et
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de la sécurité de la molécule active. Chacune de ces applications contribue a I'étude et au

traitement des maladies humaines.

1.1. Cellules souches pluripotentes

Les cellules souches pluripotentes peuvent donner tous les types cellulaires de
I'organisme, elles sont donc capables de donner tous les lignages embryonnaires y
compris germinales mais pas les annexes extra-embryonnaires (16) contrairement aux
cellules totipotentes. Elles sont de deux origines :

- les cellules souches embryonnaires (CSE) isolées du blastocyste, c’est-a-dire
prélevées sur des embryons de 5 a 7 jours, sont les seules cellules pluripotentes
« naturelles » (Figure 2), mais dont I'utilisation est tres encadrée,

- les cellules souches pluripotentes induites (iPS pour Induced Pluripotent Stem
cells) (17) issues de cellules somatiques prélevées chez I'adulte sont reprogrammées en

cellules pluripotentes par génie génétique (Figure 3).

1.1.1. Cellules souches embryonnaires (CSE)

Le procédé qui consiste a isoler les CSE a partir de la masse cellulaire interne (MCI) du

blastocyste (Figure 2) afin d’établir une lignée cellulaire stable est appelé dérivation.

MCI
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Figure 2. Développement embryonnaire : potentialité de différenciation des cellules
embryonnaires issues de la masse cellulaire interne (MCI) et applications (Adapté de Aberdam
D. (18)).
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Ce processus a été décrit pour la premiere fois chez la souris en 1981, simultanément par
deux équipes indépendantes : I'une britannique dirigée par Sir Martin John Evans (Prix
Nobel de Médecine et de Physiologie en 2007) et Matthew H. Kaufman a 'Université de
Cambridge (19) et 'autre américaine dirigée par Gail R. Martin a I'Université de Californie
a San Francisco (20). En 1998, le groupe de James A. Thomson du Genome Center of
Wisconsin, a Madison aux Etats-Unis établit la premiere lignée de CSE humaine (CSEh)
(21). A la différence des lignées de tumeurs malignes qui possédent également une
capacité d’auto-renouvellement illimité, ces cellules sont génétiquement normales et
possédent le méme caryotype que celui de I'embryon dont elles sont issues (19,22).
Cependant l'utilisation de ces cellules pose des problémes éthiques, en raison de la
nécessité de détruire 'embryon afin de les isoler (21,23). Des recherches sont ainsi
menées afin d’obtenir ces cellules sans nécessairement détruire I'’embryon parental (24-
26). En France, la loi n° 2004-800 du 6 aolt 2004 relative a la bioéthique (27) modifiant
celle de 1994, permet par dérogation pour une période de cinq ans, de conduire une
recherche sur l'embryon humain encadrée par I’Agence de biomédecine. Depuis la
révision en 2013 (n° 2013-715 du 6 aolt 2013) de la loi n°® 2011-814 du 7 juillet 2011
relative a la bioéthique (28,29), les projets autorisés doivent répondre a plusieurs criteres
relatifs a leur pertinence, a I'éthique, a I'objectif d’apporter des progres thérapeutiques
majeurs et au fait de ne pouvoir étre poursuivit par une méthode alternative d’efficacité
comparable. En pratique ces cellules sont prélevées sur des embryons surnuméraires
préimplantatoires obtenus par fécondation in-vitro dans le cadre d’'une procréation
meédicalement assistée ou sont issues d’embryons congelés en prévision d'un projet
parental finalement abandonné. Ceux-ci sont alors cédés gratuitement a la recherche par
les parents biologiques qui donnent leur consentement écrit. Dans ce contexte, les CSEh
en France ne sont utilisées qu’a des fins de recherche.

Les chercheurs savent aujourd’hui différencier les CSE en plusieurs centaines de types
cellulaires, comme des cellules rétiniennes, cardiaques, musculaires ou encore des
cellules de la peau. Chaque type cellulaire est obtenu grace a une combinaison de facteurs
de croissance et de différenciation spécifique, dont le protocole est complexe et longue a
mettre au point. La possibilité d’obtenir n'importe quel type de lignée cellulaire a partir
de CSE ouvre la voie a de nouvelles découvertes tant en recherche fondamentale qu’en

recherche industrielle.
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En recherche fondamentale, les CSEh représentent un outil précieux pour comprendre les

mécanismes responsables du développement cellulaire et tissulaire mais aussi les
mécanismes moléculaires impliqués dans la différenciation cellulaire. On peut ainsi :

- faire des recherches sur le développement cellulaire et tissulaire normal ou
pathologique humain,

- mener des travaux afin d’étudier les différents stades de développement et le
devenir des cellules dans I'organisme,

- étudier I'embryogénese (30) et I'oncogenese (31), qui trouvent des opportunités
nouvelles d'analyse et d'observation via ces cellules souches qui pourraient se
substituer aux modeles animaux.

En effet, il est nécessaire de modéliser un phénomene ou une maladie afin de les étudier
et de comprendre les mécanismes physiologiques et physiopathologiques impliqués.
Ainsi, lorsque les scientifiques étudient une maladie, ils ont recours a des modeles qui
sont doivent étre les plus représentatifs de la pathologie étudiée, dans lesquels ils peuvent
tester leurs hypotheses et rechercher par exemple une cible moléculaire altérée.
L’existence de lignées CSEh mutantes spontanées (embryons porteurs d’'une maladie
génetique détectée al'issue d'un diagnostic pré-implantatoire lors de fécondation in vitro)
ou artificielles (obtenues par manipulation génétique) (32-34) permet d’envisager la
modélisation pathologique de nombreuses maladies génétiques (14) et ainsi de

développer des méthodes pour les prévenir.

Dans l'industrie pharmaceutique, I'utilisation des CSEh s’avere utile pour découvrir de

nouvelles molécules thérapeutiques (15). Les CSEh offrent I'avantage de permettre
I'obtention de quantités importantes de cellules affectées par une maladie donnée mais
aussi une diversité infinie de modeles cellulaires (15). Au cours de I'étape de criblage,
correspondant a l'identification de nouvelles molécules aux propriétés biologiquement
actives, des dizaines de millier de molécules vont étre mises en contact avec le modele
cellulaire muté mimant la pathologie étudiée afin de déterminer quelles molécules
permettent de normaliser la modulation pathologique. Une fois identifiée, la molécule va
étre optimisée lors de tests pré-cliniques réalisés chez I’animal afin d’apporter un niveau
de sécurité et d’efficacité suffisant pour rentrer en phase clinique chez '’homme. Dans le
contexte législatif actuel, les différentes réglementations européennes et les
recommandations de I'Organisation de coopération et de développement économiques

(OCDE) incitent les industriels a limiter I'utilisation des animaux pour leurs études. Bien
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que les modeles animaux restent majoritairement utilisés lors de cette phase, ils ne
peuvent pas toujours prédire les effets qu'une molécule candidate peut avoir sur '’homme
(15). Les CSEh se présentent alors comme des modeéles innovants notamment en
toxicologie prédictive. Capables de se différencier en hépatocytes et en cardiomyocytes,
les industriels peuvent tester les effets toxiques et indésirables de la molécule sur les
cellules représentatives d’organes vitaux tels que le foie et le coeur avant son utilisation
chez ’homme (15) et ainsi obtenir des résultats plus slirs avant 'autorisation de mise sur

le marché.

Concernant la thérapie cellulaire, I'utilisation des CSEh se veut prometteuse pour de

nombreuses pathologies notamment les maladies dégénératives telles que la maladie de
Parkinson, la maladie d’Alzheimer, la sclérose en plaque, la chorée de Huntington, la
dégénérescence maculaire liée a 1'dge (DMLA), mais également pour les maladies
caractérisées par un déficit cellulaire comme le diabete ou I'hépatite par exemple (35).
L’utilisation de CSEh a des fins thérapeutiques répond a la réglementation des
médicaments de thérapie innovante (MTI) issue du reglement (CE) n°® 1394/2007 du
Parlement européen et du Conseil du 13 novembre 2007 (36). De ce fait, les cellules
doivent répondre a un certain nombre d’exigences pour qu’elles puissent étre agréées par
les autorités de santé et qualifiées en « grade clinique » (37-39) afin que les essais
cliniques chez ’homme puissent avoir lieu.

Comme déja signalé auparavant la greffe directe de cellules souches pluripotentes n’est
pas envisageable puisque ces cellules, une fois greffées, se différencient spontanément en
une masse cellulaire composée de cellules de différentes origines embryologiques, le
tératome (11,21,40) et peuvent donc étre a 'origine de tumeur (41). Le prérequis pour
pouvoir utiliser ces CSEh est leur différenciation guidée vers le type cellulaire d'intérét
par rapport a la pathologie a traiter (35) grace a un protocole de différenciation approprié
intégrant les normes GMP (Good Manufacture Pratice) (37-39). Par exemple, les milieux
de culture doivent étre dépourvus de contaminants d’origine animale et la préparation
cellulaire utilisée doit étre la plus pure possible (16). Ces cellules doivent également
démontrer leur bonne fonctionnalité. Les deux défis majeurs sont alors de démontrer
I'efficacité de la greffe (récupération fonctionnelle consécutive a l'injection des cellules
d’'intérét) et de mesurer la sécurité du greffon (absence de tumeur et de réaction
immunitaire). Les CSEh étant issues d’embryons, elles sont dites allogéniques. L’'un des

principaux obstacles a leur utilisation en phase clinique est la possibilité d'un rejet
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immunitaire de ces cellules transplantées (16,35) par l'organisme receveur qui les
identifient comme des agents pathogenes. Cependant le probleme de la compatibilité
donneur-receveur semble pouvoir étre surmonté par manipulation génétique des CSEh
de sorte que leur utilisation ne nécessite a priori qu'un traitement immunosuppresseur
transitoire (35). Ce point crucial est suivi de pres dans le cadre des essais cliniques en
cours car si I'immunogénicité s’averent étre plus importante que prévue cela pourrait
remettre en cause leur intérét dans un certain nombre d’indications.

Plusieurs essais cliniques utilisant ces cellules sont en cours mais pour le moment
aucun traitement de thérapie cellulaire n’est autorisé en routine. Parmi ces essais, une
société de biotechnologie californienne, Ocata Therapeutics, utilise des CSEh différenciées
en cellules de la rétine pour lutter contre la DMLA (numéro d’essai clinique
NCT02122159) (42). Une autre société américaine, Astellas Institute for Regenerative
Medicine, est également en phase clinique I/1I afin de tester I'efficacité et la sécurité des
CSEh différenciées en cellules épithéliales pigmentaires de la rétine pour lutter contre la
dystrophie maculaire de Stargardt (numéro d’essai clinique NCT01345006) (43,44).
Concernant le diabéte, la société américaine, ViaCyte, teste l'utilisation de cellules de
pancréas productrices d’insuline encapsulées, obtenues a partir de CSEh. Ce dispositif
permet a l'insuline et au glucose de diffuser, mais protege le greffon d’'une réaction
immune de I’hdte. (Numéros d’essais cliniques NCT02239354 et NCT03162926) (45,46).
En cardiologie, une équipe de I'hopital européen Georges Pompidou a pratiqué en octobre
2014 une greffe de cellules cardiaques dérivées de CSEh (numéro d’essai clinique

NCT02057900) (47).

Bien que ces CSE soient tres prometteuses pour la médecine régénérative de demain, elles
restent actuellement interdites d’'usage en France, sauf par dérogation a des fins de
recherche, en raison de la destruction de 'embryon pour les obtenir et donc du probléme
éthique qui en découle. Pour contourner ce probleme les chercheurs doivent alors trouver

de nouvelles sources cellulaires telles que les iPS.

1.1.2. Cellules souches pluripotentes induites (iPS)

Les iPS sont au méme titre que les CSEh, des cellules souches pluripotentes capables
d’auto-renouvellement et de différenciation multi-lignée. En revanche elles ne sont pas
« naturelles » mais obtenues par reprogrammation génétique a partir de cellules

adultes différenciées (Figure 3).
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Figure 3. Obtention de cellules iPS et différenciation multi-lignée pour diverses applications
(Adapté de Balajthy Z. et al., 2011 (48))

Cette reprogrammation génétique consistant a réactiver les signaux d'immaturité et de
prolifération caractéristiques d’'une cellule pluripotente, a été décrite pour la premiere
fois en 2006 par les chercheurs japonais Kasutoshi Kasahashi et Shinya Yamanaka (Prix
Nobel de médecine en 2012) a l'université de Kyoto (49). Dans leur travaux la
reprogrammation est obtenue par l'infection de fibroblastes murins via des rétrovirus
permettant la surexpression de 4 génes choisis parmi une liste de 24 genes (49): Oct4
(50,51), Sox2 (52) qui codent pour des facteurs de transcription régulant la pluripotence
et KIf4 (53) et c-Myc (54) qui codent pour des facteurs de transcription impliqués dans la
régulation tumorale. Cette technique qui consiste donc a introduire des genes dans une
cellule adulte pour qu'ils s’y expriment, fut ensuite rapidement adaptée a 'Homme par la
méme équipe en reprogrammant des fibroblastes de derme humain avec la méme
combinaison de genes (17). Dans le méme temps, 'équipe américaine de James A.
Thomson a également généré des iPS en utilisant une combinaison de genes légerement
différente (55) : NANOG (56,57), OCT4 (50,51), SOX2 (52)et LIN28 (58). Les fibroblastes
reprogrammeés en iPS par I'une de ces méthodes présentent un phénotype semblable aux
CSEh en termes de morphologie, prolifération et expression des marqueurs de

pluripotence. En revanche I'expression génique et épigénétique des CSEh et iPS a I’échelle
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du génome entier montre des profils différents (59). Bien que les fibroblastes cutanés
dont 'acces est simplifié, soient les plus utilisés, il a été montré qu'il était également
possible d’obtenir des iPS a partir de toutes les cellules somatiques qui proliferent en
utilisant des « cocktails » de facteurs de pluripotence différents (60). On peut ainsi obtenir
des iPS a partir de kératinocytes (61), de cellules neurales (62), de cellules du foie et de
I'estomac (63), de mélanocytes (64), de cellules B pancréatiques (65) ou encore de
lymphocyte B (66). L'acces illimité et extrémement facile de ces cellules par simple
biopsie en font un potentiel énorme pour la médecine régénérative et leur confere un
avantage par rapport aux CSEh.

Cependant, bien que ne relevant pas de probleme éthique, le risque de tumorigénicité lié
al'induction de la pluripotence reste un probléme (67,68). En plus d’induire la formation
de tératomes si elles ne sont pas totalement différenciées avant injection chez le patient
comme les CSE (11), les iPSC sont exposées a un certain nombre de facteurs qui
pourraient favoriser l'oncogénése, par l'insertion génomique de vecteurs de
reprogrammation, la surexpression des facteurs de transcription oncogénes et une
hypométhylation globale ressemblant a celle observée dans les cancers (41).
L’administration des genes via des vecteurs viraux capables de s’intégrer dans le génome
de la cellule hote entraine des risques de mutations et d’expression prolongée de ces
genes, et a donc été remplacée par des techniques d’administration de genes minimisant
ces perturbations génomiques (41). Parmi ces méthodes, les chercheurs utilisent des
vecteurs intégrateurs qui peuvent étre excisés du génome hodte et des vecteurs non-
intégratifs tels que les plasmides ou le virus Sendai qui pénétrent dans la cellule puis
finissent par se perdre au cours des divisions (69-71). Le potentiel tumorigene des iPS
est un élément clé pour leur intégration dans des essais cliniques et se veut pour le

moment compromettant.

Actuellement, comme les CSEh, les iPS sont utilisées en recherche fondamentale et dans

I'industrie pharmaceutiques pour modéliser des pathologies ou tester Iefficacité
thérapeutique de nouvelles molécules (60). Contrairement aux CSEh prélevées
d’embryons dont on ignore le patrimoine génétique, la possibilité de sélectionner les
donneurs en fonction de ce patrimoine permet de modéliser la pathologie directement a
partir de cellules porteuses de ladite maladie. Elle offre aussi 'avantage de pouvoir
étudier les différentes étapes de la pathologie puisque, contrairement aux cellules adultes

prélevées a un stade déja avancé de la maladie au moment du diagnostic, les iPS
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reprogrammeées a partir de ces cellules adultes vont se différencier in vitro en retracant
les différentes étapes de la pathologie et ainsi permettre aux chercheurs de comprendre
I’évolution de celle-ci (60). Des lignées d’iPS sont déja disponibles pour étudier des
dizaines de maladies comme la sclérose latérale amyotrophique, la maladie de Parkinson,
la maladie de Huntington, la maladie d’Alzheimer (72) ou encore le diabete de type 1 (73),

la dystrophie musculaire de Duchenne (74)...

Dans le domaine de la thérapie cellulaire, comme indiqué précédemment, ces cellules

offrent le méme espoir que les CSEh a ceci prés qu’elles ne présentent pas de probleme
éthique et sont extrémement facile d’accés (75). Au méme titre que les CSEh, les iPS
utilisées en médecine régénérative devront étre de grade clinique et répondre aux normes
GMP (16,39). En raison des problemes d’anomalies épigénétiques (76) et de la
tumorigénicité prononcée de ces cellules (41), 1a qualité de grade clinique exigée peut étre
plus rigoureuse que celle des CSEh (16).

Afin de pallier au probleme de rejet de greffe qui peut se produire lors de l'injection de
cellules allogéniques telles que les CSEh, les chercheurs créent des banques de cellules
marquées selon leur profil immun, c’est le cas par exemple, du japonais shinya Yamanaka
(77) qui développe actuellement une banque cellulaire d’iPS humaines de grade clinique.
En effet, la possibilité de choisir le donneur en fonction de son profil génétique permet de
prévenir le rejet de greffe en choisissant des cellules thérapeutiques compatibles avec le
profil du receveur. De plus, la création de ces banques cellulaires permettra de réduire les
délais de traitement en ayant des cellules thérapeutiques « prétes a I'emploi ».

A ce jour, un seul essai clinique a été effectué par I'équipe de Masayo Takahashi du
RIKEN Center for Developmental Biology (Essai non répertorié sur ClinicalTrials.gov).
Celui-ci vise a traiter 6 patients atteints de DMLA via l'injection de cellules rétiniennes
dérivées d'iPS reprogrammeées a partir de cellules de la peau (78). A I'inverse des essais
cliniques réalisés a partir des CSEh pour traiter cette méme pathologie, cet essai utilise
des cellules iPS autologues et ne nécessite donc pas de traitement immunosuppressif. La
premiere injection a été effectuée en septembre 2014 sur une femme agée de 77 ans. Une
seconde a eu lieu par la suite sur un homme agé de 68 ans. Les résultats récemment
publiés (79) montrent une amélioration visuelle chez la premiére patiente. Cependant
I'essai a dli étre stoppé en 2015 en raison de cellules mutées détectées sur les iPS devant
étre injectées chez le second patient. A la suite des recherches réalisées pour comprendre

d’ou provenaient ces mutations, il a été décidé de reprendre cet essai en 2017 en utilisant
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des iPS issues de banque cellulaire en paralléle des iPS provenant des patients jusque-la
utilisées.

En 2016, I'équipe japonaise du CiRA (Center for IPS cells Research and Application) sous
la direction de Jun Takahashi, a publié un article dans Stem Cell Reports annongant la
préparation d'un deuxiéme essai clinique utilisant des iPS pour traiter la maladie de
Parkinson (80).

Par ailleurs, le professeur japonais Yoshiki Sawa de l'université d’Osaka attend la
validation de son projet visant a utiliser des iPS reprogrammées en cardiomyocytes, pour

une étude clinique sur trois patients atteints de cardiopathie ischémique.

Tout comme pour les CSEh, les applications possibles des iPS dans le domaine de la
recherche sont nombreuses : modélisation du développement des tissus et des organes,
étude des mécanismes a l'origine de pathologies, criblage médicamenteux en étudiant la

capacité des molécules a restaurer des anomalies observées sur les cellules.

b

Concernant les iPS, il reste a surmonter certains problémes a savoir, le taux de
reprogrammation faible, la possibilit¢ d’anomalies génétiques induites par Ila
reprogrammation ou la culture des cellules, la possibilité d’anomalies épigénétiques
acquises avant ou au cours de la reprogrammation. Pour ces raisons, les CSEh restent
aujourd’hui la référence dans la pluripotence des cellules souches. Les progres rapides et
les espoirs sur le plan thérapeutique imposent alors de réfléchir aux aspects éthiques et

légaux soulevés par ce nouveau type de cellules.

Afin de pallier a ces obstacles, les cellules souches multipotentes restent a ce jour les plus

utilisées en thérapie cellulaire.

1.2. Cellules souches multipotentes

Les CSE pluripotentes laissent place au cours du développement embryonnaire a des
cellules de plus en plus différenciées (Figure 1). Les cellules souches multipotentes
comme les CSE conservent des capacités d’auto-renouvellement et sont capables de se
différencier en différents types cellulaires (10). Cependant leur spectre de différenciation
est plus limité que celui des CSE car elles sont déja engagées dans un programme tissulaire
spécifique. Elles ne peuvent donc donner naissance qu’a différentes lignées cellulaires du

tissu dont elles sont issues (81,82). Parmi les cellules souches multipotentes on trouve les
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cellules souches foetales prélevées sur des foetus issus d’une interruption volontaire de
grossesse (non abordées ici) et lescellules souches adultes (CSa) tissulaires. Ces
dernieres, présentes dans les différents organes et tissus de I'organisme a régénération
rapide, participent a leur maintien dans un état physiologique. Localisées dans un
microenvironnement physique et chimique appelé « niche » (83), leur permettant de
maintenir leurs identités et assurant leur devenir, elles génerent des cellules
fonctionnelles différenciées afin de remplacer les cellules perdues au cours de la vie (84).
Les cellules souches hématopoiétiques (CSH) (85) et les cellules souches
mésenchymateuses (CSM) (86) représentent les deux exemples les mieux décrits mais il
existe de nombreuses CSa telles que les cellules souches neurales (87), les cellules
souches gastro-intestinales (88), les cellules souches épidermales (89), les cellules

souches hépatiques (90)...

Les CSH sont issues d’une cellule unique appelée hémangioblaste (91). Celle-ci dérive des
cellules du mésoderme embryonnaire, et se forme dans le sac vitellin au cours de la
troisiéme semaine de vie embryonnaire. L’hémangioblaste est a 'origine des CSH et des
cellules souches endothéliales, ce qui en fait le précurseur des CSH mais aussi des CSM
(92) capables de se différencier en cellules endothéliales (93) (Figure 4).

Les CSH ont été les premieres étudiées puisqu’aisément accessibles. C’est en 1961 que Till
et MacCulloch ont démontré, pour la premiere fois, 1'existence d'une CSH chez la souris
(94). Retrouvées au niveau de la moelle osseuse, en libre circulation dans le sang
périphérique (81) (on parle alors de cellules souches périphériques) et au niveau du sang
du cordon ombilical (95), elles sont a l'origine de toutes les lignées sanguines:
érythropoiétique (globules rouges), mégacaryocytaire (plaquettes), et myélopoiétique
(globules blancs) (Figure 4), et ont donc la capacité de reconstituer les propriétés

hématogenes de la moelle osseuse aprés aplasie médullaire (96).

Les CSM dont le terme a été introduit par Arnold Caplan en 1991 (97), ont été isolées pour
la premiere fois de la moelle osseuse dans les années 1970 par le chercheur russe
Friedenstein (98,99). Elles sont également présentes en plus faible proportion au niveau
du tissu adipeux (cellules souches adipeuses humaines CSAh), du tissu osseux, du sang
placentaire ou du liquide amniotique. Faciles a prélever au niveau du tissu adipeux et de
la moelle osseuse, elles sont capables de générer différents types cellulaires appartenant

aux tissus squelettiques telles que: les chondrocytes (cellules du cartilage), les
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ostéoblastes (cellules osseuses) et les adipocytes (cellules graisseuses) mais également
les cellules musculaires lisses et les cellules endothéliales (86,93) (Figure 4).

Tout comme les CSH (81), de récentes études montrent que les CSM seraient douées d'une
plasticité (10,93,100) qui leur permet de se différencier en cellules autres que celles du
tissu dont elles sont issues (Figure 4). Elles peuvent donc, en fonction des stimuli
extérieurs, donner naissance a des cellules neurales (cellules nerveuses), des myocytes
(cellules musculaires), des cellules hépatiques (cellules du foie) ou des cellules cardiaques
par exemple (86,101-104) En plus d’étre douées de multi-potentialité, les CSM possedent
des propriétés de régulation immunologique (105) et inflammatoire prometteuses pour
la thérapie cellulaire puisque limitant le rejet de greffe. En effet, les CSM n’expriment pas
d’antigene HLA de classe II a leur surface (105,106) et que faiblement ceux de la classe I
(105), limitant leur reconnaissance par le systeme immunitaire. De plus elles n’induisent
pas la prolifération lymphocytaire T en raison du manque de marqueurs CD28 a leur
surface (106), et sont capables de réguler la réponse immunitaire en induisant l'activité
des lymphocyte T régulateur (Treg), favorisant ainsi la tolérance immunitaire (106). En
outre, les CSM influent sur les lymphocytes T auxiliaires (T helper, en anglais) en inhibant
la production d’interférons gamma (INFy) pro-inflammatoires et en augmentant celle des
interleukines-4 (IL-4) anti-inflammatoires (105), régulant alors les processus

inflammatoires.

Les CSa sont isolées différemment selon le tissu dont elles sont issues mais également
suivant le type de cellules que I'on souhaite isoler. Ainsi pour les isoler de la moelle
osseuse, une ponction effectuée sous anesthésie générale suivie d'un immunomarquage
est nécessaire pour obtenir une population cellulaire homogeéne (10,81). Il est également
possible de les isoler du sang périphérique par plasmaphérese apres avoir stimuler leur
passage dans le sang a I'aide de cytokines (107). Présentes en faible proportion dans les
différents tissus, une amplification cellulaire in vitro est réalisée avant de les utiliser en
thérapie cellulaire.

Contrairement aux CSE, les CSa peuvent étre prélevées sur le patient lui-méme. Elles sont
dites «autologues » et sont donc parfaitement tolérées par le patient sur le plan
immunitaire, ce qui leur offre un avantage incontestable (10) dans le cas de la thérapie
cellulaire. Cependant, ce type de thérapie est couteux et long puisque les chercheurs sont
obligés de les amplifier extemporanément allongeant alors la durée du traitement (10) en

comparaison a l'utilisation de cellules thérapeutiques prétes a 'emploi issues de banques.
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Leur utilisation a partir d'un donneur est également possible, on parle alors de greffe dite
« allogénique ». Dans ce cas le rejet de greffe est possible. Cependant, la greffe de CSM
allogéniques se fait sans traitement immunosuppressif en raison de leur capacité a
sécréter des facteurs immunosuppressifs et a leur faible expression de marqueurs HLA

limitant ce rejet de greffe (10).

En 2002, une étude menée par I'équipe de Catherine Verfaillie a montré I'existence de
cellules précurseurs des CSa, les MAPC (Multipotent adult progenitor cells) (82,108). Ces
cellules expriment les facteurs de transcription Oct4 et Nanog caractéristiques des CSE
pluripotentes. Tout comme les CSE, leur potentialité de différenciation s’étend au 3
feuillets embryonnaires : mésodermique, endodermique et ectodermique (Figure 4). Ces
précurseurs des CSH et des CSM auraient alors les mémes capacités de différenciation des
CSE avec l'avantage de ne pas engendrer de tumeur et d’étre prélevés chez 'homme et
non chez 'embryon. Cette découverte offre de nouveaux espoirs aux chercheurs qui
voient leur champ d’investigation s’étendre avec la possibilité de prélever par simple

ponction de moelle osseuse, des cellules souches adultes « pluripotentes ».

Endoderme

- ——i Hépatocytes...
A ___—————___________ . Ectoderme
MAPC ﬁ;{;{—:_ — = Neurones...
\Hhhh"'*-x . Mésoderme
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Figure 4. Différenciation multi-lignée des cellules souches multipotentes et de leurs précurseurs
(Adapté d’apres Coulombel, 2003 (109)).
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A ce jour, les CSa sont couramment utilisées dans les traitements de thérapies cellulaires

en raison de leur accessibilité (pour la plupart). De plus, elles ne relevent pas de probléme

éthique comme les CSE et sont plus siires que les iPS du point de vue tumorigéne.

Dotées d’une plasticité jusque-la insoupgonnée, leur activité d’induction sur les tissus a

réparer est également plus facile puisque déja partiellement spécialisées. En revanche,

leur durée de vie et leur quantité sont plus limitées que les CSE et elles sont plus difficiles

a repérer au sein de leur tissu d’origine.

On compte a ce jour, plus de 350 essais cliniques réalisés a partir de CSa ayant

obtenues le grade clinique, dont un tiers utilisent des cellules autologues (110). Ils

concernent des domaines tres diverses tels que : la rhumatologie (arthrose, polyarthrite

rhumatoide), les dégénérescences musculaires (myopathies), la cardiologie (accident

vasculaire cérébrale, infarctus du myocarde, ischémie des membres inférieurs), le

diabete, les maladies auto-immunes (lupus, sclérose en plaque).. mais également les

maladies hématopoiétiques (leucémies, lymphomes), les maladies neuro-dégénératives

(Parkinson, Alzheimer)...

Un certain nombre de traitements par thérapie cellulaire ont été validés par les

autorités de santé et sont utilisés (110) :

- reconstitution de la peau a partir de cellules souches cutanées pour soigner les grands
brulés,

- greffe de moelle osseuse pour traiter les cancers hématologiques,

- perfusion de CSM pour lutter contre la maladie du greffon contre I'h6te chez I'enfant
(GvHD),

- injection de CSM pour guérir I'arthrose,

- greffe de cellules souches de la cornée pour réparer les 1ésions cornéennes.

Les connaissances acquises sur les cellules souches ont permis aux chercheurs de faire
progresser la science mais également de trouver de nouveaux traitements pour des
pathologies jusque-la non traitées. Cependant toutes les cellules souches ne peuvent étre
utilisées dans le cadre de traitements et certaines problématiques ne sont pas résolues.
Les cellules souches multipotentes sont pour le moment les plus employées et leur

utilisation a prouvé de réels bénéfices.

Au vu de ces différents éléments et afin de répondre au mieux a nos besoins, nous avons

fait le choix d’utiliser des CSAh. Récoltées a partir de lipoaspirations effectuées chez des
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patients consentants au cours d’une chirurgie esthétique (6), ces cellules capables de se
différencier en nucléopulpocytes appelés aussi « chrondrocytes-like» (111), nous

permettent d’envisager un nouveau traitement pour la dégénérescence discale.

Toutefois, l'injection in situ de ces cellules seules n’est pas toujours optimale. En effet,
selon le site d’injection elles peuvent étre soumises a de nombreuses agressions
(changement de pH, attaque enzymatique...) provoquant leur perte. Une autre approche
de médecine régénérative est donc employée afin d’y pallier. Il s’agit de l'ingénierie

tissulaire que nous allons désormais développer.

2. Ingénierie tissulaire

Apparue au cours des vingt dernieres années, l'ingénierie tissulaire, basée sur les
concepts du génie biologique, a été définie plus généralement par Richard Skalak en 1988
lors du Granlibakken workshop comme étant «les principes et méthodes s’inspirant de
I'ingénierie et des sciences de la vie permettant de comprendre les relations
fondamentales entre la structure et la fonction dans les tissus normaux et pathologiques
et permettant de développer des substituts biologiques pour rétablir, maintenir ou
améliorer leur fonctionnalité » (112). Cette discipline permet de concevoir en laboratoire
un substitut ou « échafaudage » (« scaffold ») capable d’étre le support a la croissance de
nouveaux tissus et apte a étre utilisé dans une application médicale spécifique (réparation
de l'os, du cartilage, du muscle, de la peau, des vaisseaux sanguins...(113)). Elle fait appel
a différents domaines comme la biologie (culture cellulaire), la chimie (synthése et
développement de matrices implantables), la physique et les sciences de l'ingénieur
(conception de bioréacteurs). L'ingénierie tissulaire employant les cellules vivantes
comme « matériel de base », recoupe de fait les applications des thérapies cellulaires.
Basée sur la triade du génie tissulaire (114) (Figure 5) qui dérive des trois principaux
composants des tissus :

- les cellules fournissant la matiere premiere a la formation tissulaire,

- leur matrice extra-cellulaire (MEC) qui sera mimée par un échafaudage (matrice 3D)
servant a la fois de structure (attachement -cellulaire, rétention spatiale,
détermination morphologique) et de substrat (recrutement de l'oxygene et des
nutriments) pour la croissance et le développement des tissus,

- les systemes de signalisation via des facteurs de croissance ou stimuli biophysiques
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permettant de diriger la croissance et la différenciation des cellules dans
|'échafaudage,

elle permet alors de reformer des tissus a I'aide de biomatériaux.

Echafaudage
(Biomatériaux)

Ingénierie
tissulaire

Cellules ’

[autologues ou allogénigues) ) : d -
(Lignées cellulaires, Induction de la différenciation cellulaire (Facteurs de croissance,
cellules primaires et de la formation tissulaire stimuli mécaniques,

! composants chimiques)

Signaux de régulation

progéniteurs)

Figure 5. Les trois éléments indispensables constituant la triade de I'ingénierie tissulaire
(Adapté d’apres Murphy et al., 2013 (114)).

Elle a ainsi pour objectif de regrouper des cellules et des facteurs de régulation appropriés
pour permettre des reconstructions tissulaires en causant le moins de complications
possibles (douleurs liées a une seconde intervention chirurgicale, rejet de greffe...) (114)
et en palliant aux imperfections des thérapies utilisées jusque-la pour traiter la perte
d’organes ou de tissus (pénurie de donneurs, reconstructions chirurgicales susceptibles
d’engendrer des cancers annexes, dispositifs mécaniques inaptes a remplir toutes les
fonctions d’'un organe) (113). Cette association matrice 3D-cellules constituant le produit
fini de I'ingénierie tissulaire, répond selon le reglement (CE) n°® 1394/2007 du Parlement
européen et du Conseil du 13 novembre 2007 (36), a la définition d’'un MTI.

Un tissu fonctionnel peut étre développé par l'utilisation de ces trois composants de la
triade. Les chercheurs américains Robert Langer et Joseph Vancati ont alors identifié en

1993, trois stratégies générales employées dans l'ingénierie tissulaire (113) :

- T'utilisation de cellules isolées ou de substituts cellulaires,
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- l'utilisation de substances induisant la formation de tissus,

- l'utilisation de cellules placées sur ou a l'intérieur de matrices.

La premiere approche est limitée par le risque de rejet cellulaire et la perte fonctionnelle
de celles-ci une fois injectées. La seconde nécessite la production d’une trés grande
quantité de molécules signalétiques et I'élaboration de systemes de délivrance afin
d’assurer leur ciblage. La troisiéme stratégie quant a elle constitue un support cellulaire

limitant le rejet de greffe.

Dans I'optique de concevoir un traitement viable, notre équipe a opté pour cette derniere

stratégie, employant une matrice cytoprotectrice associée aux CSAh.

Les biomatériaux constituent le centre de 'avancement de I'ingénierie tissulaire. La partie
suivante, s’accordera a détailler les différents biomatériaux employés afin d’en connaitre

les avantages et les inconvénients.

II. LESBIOMATERIAUX EN MEDECINE REGENERATIVE

Les biomatériaux ont été définis par la Société Européenne des Biomatériaux lors des
conférences de consensus de Chester au Royaume-Uni en 1986 et 1991 comme « des
matériaux non vivants, utilisés dans un dispositif médical et concus pour interagir avec
des systémes biologiques (tissus, organes, fluides d’un étre vivant), qu’ils participent a la
constitution d’'un appareillage a visée diagnostique ou a celle d'un substitut de tissu ou
d’organe, ou encore a celle d'un dispositif de suppléance (ou assistance) fonctionnelle »
(115). Le biomatériau a proprement dit désigne le constituant d’'un matériel de soin ou de
suppléance.

Les biomatériaux, peuvent étre utilisés associés ou non a des cellules. Ils peuvent
notamment prendre la forme de protheses a fagon, injectés in situ ou greffés et ayant des
fonctions purement mécaniques. Ou encore étre colonisés post-injection par des cellules
endogenes. Pour permettre la prolifération cellulaire, une variété d’échafaudages
(matrices 3D) ont été développés a partir de ces biomatériaux comme les analogues de la
MEC, c’est le biomimétisme tissulaire. Dans I'idéal, la matrice 3D doit permettre une
prolifération et une différentiation 3D in vitro tres similaire a celle obtenue in vivo. Elle
facilite aussi I’agrégation cellulaire.

Le biomatériau utilisé doit répondre a un certain nombre de criteres pour la conception
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de la matrice dont deux sont cruciaux :

- la biocompatibilité, c’est-a-dire qu'’il doit étre capable de supporter la croissance
cellulaire et la régénération tissulaire in vivo, sans provoquer une réponse
inflammatoire ou immunogene qui pourrait entrainer son rejet (116),

- la biodégradabilité, c’est-a-dire qu’il doit se dégrader en produits non toxiques
(116).

La durée de dégradation de la matrice 3D doit étre compatible avec le temps de

régénération du tissu cible (114). Dans le cas de la délivrance de substances actives, la

dégradation doit étre controlée a un rythme assurant une libération optimale (114).

Le choix du biomatériau, ainsi que sa micro et macrostructure influenceront la

biocompatibilité et la dégradabilité de cette matrice 3D.

Le biomatériau doit également (117,116) :

- étre « poreux » afin d’assurer la migration cellulaire, la diffusion des molécules de
signalisation et des nutriments, et la mise en place d’'une vascularisation,

- pouvoir adhérer au tissu hote,

- avoir un degré approprié de résistance mécanique pour supporter la fonction des
tissus et une cohésion mécanique suffisante pour éviter les fuites ou I'extrusion apres
implantation,

- étre stérilisable sans que cela altere ses propriétés,

- et idéalement implanté de facon minimalement invasive soit en étant injectable soit

en ajustant la forme et la taille de la matrice 3D a celles du tissu a réparer.

Les biomatériaux potentiellement utilisés en ingénierie tissulaire comprennent les
métaux, les céramiques, les polymeres synthétiques et les polymeéres naturels ainsi que
des combinaisons de ces matériaux (116). Ils sont rarement utilisés seuls mais plus

souvent associés a des dispositifs médicaux.

1. Les principales classes de biomatériaux utilisées en
ingénierie tissulaire

1.1. Les métaux et alliages métalliques

Ces biomatériaux sont considérés comme étant les ancétres des biomatériaux puisqu’ils
ont été les premiers a avoir été utilisés pour réaliser des implants et le sont toujours

actuellement. Utilisés en chirurgie orthopédique dans un premier temps (fracture
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ouverte, arthroplastie de la cheville ou du genoux, remplacement total ou arthroplastie de
la hanche...), ils se retrouvent également en chirurgie orale et maxillo-faciale (implants
dentaires, vis et plaques cranio-faciales), en chirurgie cardiaque (partie de ceeur artificiel,

pacemaker, cathéter a ballonnet, valve, clip d’anévrisme) (118).

L’acier inoxydable est le plus important de cette catégorie et est encore largement utilisé
dans le remplacement de tissus orthopédiques. Son intérét réside dans ses propriétés
mécaniques.

Les alliages a base de cobalt et de titane sont également trés utilisés. L’avantage
principal du titane est sa bonne biocompatibilité : 'os adhere spontanément au titane
(ostéo-intégration). Cependant sa microstructure rend difficile la réalisation d'un
revétement a sa surface. En outre, comme le cobalt, il résiste a la corrosion mais ne
I'empéche pas.

D’autres alliages a base de chrome, de molybdéne ou du tantale sont également

disponibles.

Les métaux et alliages métalliques posent certains problémes quant a leur utilisation. Ils
peuvent étre soumis a une corrosion électrochimique. De plus, étant solides de possibles
débris peuvent s’accumuler dans le tissu hote sous l'effet des contraintes mécaniques
subies entrainant des réactions d’hypersensibilité. Autres désavantages quant a leur

utilisation, ils ne sont pas biodégradables et leur processabilité reste difficile (116).
1.2. Les céramiques

Les céramiques sont des matériaux inorganiques non métalliques caractérisées par une
température de fusion élevée, utilisée pour leur fabrication et un comportement
meécanique a la fois rigide et fragile déterminant pour leurs applications (116). Ce sont des
matériaux difficiles a déformer et fragiles puisque ne pouvant pas absorber I'énergie des

chocs subits.

Les céramiques comprennent les oxydes, les sulfures, les borures, les nitrures, les

carbures et les composés intermétalliques. Elles sont divisées en 3 groupes (116) :

- les céramiques bio-inertes, dont l'alumine et la zircone qui entrent dans la
composition des tétes de prothéses de hanche ou dans les implants dentaires telles

que les couronnes. L’alumine offre I’avantage de résister a la corrosion, a l'usure, a la
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pression et d’étre biocompatible (118). Elle entre dans la composition des prothéses
du genoux, de substituts osseux ou encore dans les protheses de la cornée. La zircone
quant a elle est intéressante de par son faible module d’élasticité et sa grande
résistance (118).

les céramiques avec une surface bio-active, tel que I'hydroxyapatite (HA) a base de
phosphate de calcium. De formule Caio(PO4)s(OH)2, elle est utilisée sous forme
poreuse ou dense. Sa microstructure permet la croissance d'un réseau cristallin en
continuité avec la trame minéralisée de 1'os (118).

les céramiques biorésorbables, comme le phosphate tricalcique g (f TCP) de
formule Ca3(PO4)2 qui est une forme poreuse du phosphate de calcium. Plus soluble
que I'HA, sa dissolution entraine une augmentation locale en ions calcium et

phosphate dont la précipitation favorise la minéralisation (118).

L’HA et le B TCP sont particulierement utilisées dans différentes applications incluant les

implants dentaires, le traitement parodontal, I'augmentation de la créte alvéolaire,

I'orthopédie, la chirurgie maxillo-faciale et 1'oto-rhino-laryngologie.

Ces biomatériaux bien qu’ayant certains avantages pour de nombreuses applications, ne

sont pas biodégradables (hormis le § TCP) (116). Pour cette raison les scientifiques se

tournent vers les polymeres qui semblent intéressants.

1.3. Les polymeres synthétiques

Les polymeres sont des macromolécules constituées de petites unités qui se répéetent.

Deux catégories de polymeres synthétiques sont distinguées :

les polymeres fonctionnels, présentent une fonction chimique particuliere a
'interface matériau-tissu vivant. La fonctionnalisation du polymere consiste a fixer
sur le polymere des groupements ionisés. Elle peut étre obtenue suite a une
modification de I'état de surface du polymere par implantation ionique ou par greffe
de substances fonctionnelles.

les polymeéres résorbables, comprennent les polyanhydrides et/ou
polyaminoacides (impliqués dans les formes retards, a libération prolongée, de
médicaments) mais également les polyesters dont les plus communément utilisés
sont les copolymeres d’acide lactique (par exemple I'acide polylactique PLA) et

d’acide glycolique (par exemple l'acide polyglycolique PGA). Ces derniers sont

41



Revue bibliographique

largement utilisés en chirurgie traumatologique et font partie des polymeres
synthétiques approuvés par les autorité de santé et ayant fait leur preuve en clinique

(116).

Leur intérét principal réside dans le fait qu’ils peuvent étre produits en grande quantité.
Néanmoins les conditions de synthese devront répondre aux exigences de
biocompatibilité (absence de solvant par exemple). La plupart des polymeéres
synthétiques sont dégradés par hydrolyse chimique et insensibles aux processus
enzymatiques, de sorte que leur dégradation ne varie pas d'un patient a un autre (116).
Le fait qu'ils soient des macromolécules leur offre I'avantage de pouvoir leur faire adopter
de nombreuses conformations spatiales et font d’eux de bons candidats pour I’élaboration
de matrices 3D sophistiquées. Cependant, I'utilisation des polyesters dans les applications
nécessitant une certaine souplesse semble compromise en raison de leur rigidité (116).
De plus, il est indispensable de déterminer quels vont étre les produits de dégradations
des polymeres non résorbables (tout comme pour les produits de dégradation des
polymeres résorbables) afin d’évaluer les effets biologiques et les risques qu'ils
pourraient engendrer in vitro (toxicité, réaction inflammatoire). De méme, il est
important, de comprendre et connaitre les réactions de biocompatibilité en surface des

polymeres fonctionnels afin de prévenir d’éventuels rejets (immunogénicité) (116).
1.4. Les matériaux d’origine naturelle

Afin d’assurer la biocompatibilité des matrices 3D, les scientifiques ont menés de
nombreuses recherches sur l'utilisation de biomatériaux d’origine naturelle capables de

simuler de pres le milieu cellulaire natif.

Parmi eux, on retrouve des composés naturellement présents dans les tissus tels que
I'acide hyaluronique par exemple, ou le collagéne. De nombreux polysaccharides
naturels sont également répertoriés. Abondamment disponibles, ils sont souvent peu
couteux. Il s’agit des formes naturelles des polymeres comme les polysaccharides extraits
d’algues marines (les fucanes, l'alginate), d’animaux marins (porite de corail),
d’exosquelettes d’insectes (la chitine, qui une fois désacétylée donne du chitosan) ou
synthétisés par les végétaux (la cellulose, qui une fois transformée donne
I'hydroxypropylmethylcellulose, HPMC). Les polysaccharides obtenus apres

transformation bactérienne du saccharose (le dextrane) ou encore de l'action de
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champignons sur 'amidon (le pullulane).

Les polysaccharides forment un groupe hétérogene de polymeres de composition
multiple et variée, et de longueurs différentes. Ce sont des hydrates de carbone ayant pour
formule générale (-[Cx(H20)y)]n ), construits a partir de résidus monosaccharidiques
(oses) liés entre eux par des liaisons dites glycosidiques. Les polysaccharides possedent
de nombreux groupements réactifs (hydroxyle, acides carboxyliques, amines) qui
permettent d’envisager de nombreuses réactions de modifications chimiques, pour des
applications notamment dans le domaine biomédical. Ils interviennent ainsi dans des
applications d’odontologie, d’orthopédie, d’ophtalmologie, de cardiologie, d’'urologie ou
encore d’endocrinologie et se retrouvent sous forme de pansements, d’éponges, de

poches, d’'implants...

Les polymeres naturels sont naturellement dégradés par des enzymes, ils offrent ainsi
I'avantage d’'une dégradation des matrices 3D par métabolisation in vivo (118). Similaires
aux macromolécules présentes dans I'organisme, ils permettent de pallier aux risques de
réactions inflammatoires ou de toxicité qu’engendrent les polymeéres synthétiques (118).
En revanche, leurs structures plus complexes rendent les process de développement plus
difficiles a mettre en ceuvre (118). Les protéines quant a elles, entrainent un risque accru
d'immunogénicité en raison de leur grande similarité avec les substances naturellement
présentes dans l'organisme et leur nature thermosensible oblige a adapter les procédés
de développement en conséquence (118). Par ailleurs, 'utilisation de matériaux d’origine
animale et ceux issus de tissus biologiques, tels que le collagene et la chitine par exemple,
entrainent une grande variation de «lot a lot » limitant grandement I'étendue de leurs

applications (116,118).

Malgré I'utilisation répandue des biomatériaux en ingénierie tissulaire, nombreux sont
ceux qui ne remplissent pas I'ensemble des qualités requises pour 'application visée et
dont les propriétés fonctionnelles a I'interface avec les systemes biologiques ne sont pas
suffisantes. Ainsi, les matrices 3D utilisées en ingénierie tissulaire sont souvent élaborées
a partir de 'association de plusieurs types de biomatériaux, on parle alors de matériaux
composites (118). Ceux-ci consistent a 'assemblage d’au moins deux biomatériaux non
miscibles mais ayant une forte capacité d’adhésion et dont les propriétés se completent.

Il s’agit souvent d’'une matrice renforcée par des fibres ou des particules plus ou moins

grosses d'un autre matériau permettant d’améliorer la qualité de la matiére face a
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certaines applications.

Au vu des différents éléments que nous venons d’aborder, notre équipe a fait le choix
d’utiliser un modele d’ingénierie tissulaire impliquant la formation d’'un matériau
composite a base de deux polymeres naturels, 'HPMC et le pullulane dont nous
développerons les caractéristiques plus loin dans ce manuscrit (Cf. Revue bibliographique

1.3.1.)

Les formes de ces matrices 3D sont nombreuses et peuvent étre celles d'une masse
poreuse, d'une mousse, d'un liquide visqueux ou encore d'un hydrogel. Ce dernier
correspondant a la forme réticulée des polymeres hydrophiles, constitue une nouvelle
classe de biomatériaux dont le potentiel est prometteur pour les applications de médecine
régénérative. Afin de mieux comprendre pourquoi, nous y consacrerons le chapitre

suivant.

2. Les hydrogels comme biomatériaux pour l'ingénierie
tissulaire

2.1. L’étatde gel

Un gel est constitué de deux principaux composants distincts (119) :

- le solvant (généralement I’eau) dans lequel est dissout un composé moléculaire,

- le soluté formant un gel.

Sous certaines conditions de température, de pH et de concentration, la solution initiale
passe a un état de gel, c’est la gélification ou transition sol-gel (solution-gel)(119). Lors de
cette transition, le sol formé d’amas finis, devient un gel lorsque ces amas s’associent pour
former un amas infini. Le gel résulte alors de I'agrégation de particules solides en solution
ou en dispersion dans un liquide.

L’état de gel a été décrit pour la premieére fois en 1861 par le chercheur T. Graham (119)
dans une étude sur la phase colloidale, depuis de nombreuses études ont été menées. 11
est caractérisé par la formation d’un réseau tridimensionnel de chalnes de polymeéres

dans le solvant qui constitue la plus grande partie du volume (119,120).

Les travaux de K. Almdal, basés sur ceux établis par P. H. Hermans en 1949, ont permis de

fixer 3 caractéristiques de |'état de gel (120) :
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- il consiste en un systeme homogene, cohérent avec deux constituants : une phase
solide contenant une phase liquide dont elle empéche I’écoulement,

- chacune des deux phases occupe la totalité du volume du gel,

- le gel se comporte comme un solide viscoélastique.

Ainsi, les gels de polymeres sont un état particulier de la matiére puisqu’ayant a la fois les
propriétés types des solides (élastiques) et des liquides (visqueux)(121). L'élasticité
traduit la capacité du polymeére a conserver et restituer de 1'énergie apres déformation et
la viscosité traduit sa capacité a dissiper de l'énergie. Ainsi, ils possédent une grande
capacité a se déformer tout en étant capables de revenir a leur état initial. La combinaison
de ces propriétés élastiques et fluidiques fait des gels de bons candidats pour de

nombreuses applications biomédicales.

Les gels se forment par réticulation chimique ou interaction physique des chaines de
polymeres (Figure 6) (rendues hydrosolubles par la présence de groupements
hydrophiles) qui se connectent entre elles via des nceuds ou jonctions, formant un réseau

interconnecté tridimensionnel.

Les gels physiques ou réversibles sont formés de liaisons inter-macromoléculaires
correspondant a des interactions faibles telles que les liaisons de Van der Waals, les
interactions ioniques, ou les liaisons hydrogenes, dont I'énergie est d’environ 2 kcal/mol
(119) et conduisent le plus souvent a la formation de zones cristallines. Ce type de gel est
transitoire, ce qui signifie que la transition sol-gel est généralement réversible en fonction
des conditions de température, de pH et de force ionique. Leur sensibilité a ces conditions
environnementales influe sur leur comportement de gonflement et la structure de leur

réseau.

Les gels chimiques ou permanents ont quant a eux, un réseau tridimensionnel formé par
des liaisons covalentes inter-macromoléculaires (119). Ces liaisons a haute énergie
donnent a ces gels un caractere permanent faisant d’eux des formes irréversibles puisque
leur destruction entrainerait la dégradation des chaines polymériques constituant le gel
(119). Laréticulation chimique peut étre obtenue par polymérisation radicalaire, réaction
chimique de groupes complémentaires, photopolymérisation ou par réticulation
enzymatique. Les liaisons covalentes entre les chaines de polymeres s’établissent par

réaction complémentaire de groupements fonctionnels (-OH, -COOH, -NH2 par exemple).
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Figure 6. Structure d'un réseau de polymere dans (A) un gel physique avec des zones de
jonctions cristallines ; (B) un gel chimique avec des liaisons covalentes (119).

Ces gels physiques et chimiques peuvent étre classés de maniere plus fine en fonction de
la provenance des macromolécules (naturelle ou synthétique) ou du solvant utilisé pour

gonfler le réseau de polymere (organogel ou hydrogel).

2.2. L’hydrogel

Lorsque le solvant formant le gel est I'’eau, une solution aqueuse ou un fluide biologique,
le gel est appelé “hydrogel”. Celui-ci est ainsi défini comme étant un réseau
tridimensionnel de macromolécules, naturelles ou synthétiques, capable d’absorber
d'importantes quantités d’eau, de solutions aqueuses ou de fluides biologiques (de 10-20
% jusqu’a plusieurs milliers de fois sa masse seche (122)). Le terme « hydrogel » est
apparu pour la premiere fois en 1894 (123) et désigne un gel colloidal de sels
inorganiques. C’est en 1960 que les scientifiques Autrichiens D. Wichterle et D. Lim ont
mis au point pour la premiére fois un hydrogel chimique réticulé a base de méthacrylate
d’hydroxyéthyle (HEMA) développé comme lentille de contact (124). Depuis de
nombreux travaux ont porté sur l'utilisation de ce type de biomatériau pour des
applications biomédicales. En 1980, les chercheurs F. Lim et A. Sun utilisent des
microcapsules d’alginate de calcium pour encapsuler des cellules des ilots de Langerhans
afin de traiter le diabete (125). [ls démontrent alors l'intérét d’encapsuler les cellules avec
des hydrogels. En effet, ces derniers assurant une protection au cellules, augment leur
viabilité in vivo et permettent en outre d’obtenir une libération contrdlée des facteurs
endocriniens au site 1ésé. Peu de temps apres, 'équipe américaine de L.V. Yannas,
développe une matrice 3D a base de copolymeres incluent dans un hydrogel comme
pansements artificiels pour soigner les brulures (126). Les hydrogels étant des

biomatériaux injectables, leur manipulation est facile et la procédure chirurgicale peu
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invasive. L'emploi de ce type de biomatériaux en ingénierie tissulaire réduit les

complications post-chirurgie et améliore le confort et la satisfaction du patient.

De ce fait, mes travaux ont porté sur la formulation d’'un hydrogel chimique injectable. Les
hydrogels chimiques sont employés comme vecteurs pour la libération locale de principe
actif sans aucun stimulus (contrairement aux hydrogels physiques qui forment des
systémes inductibles selon les conditions environnementales, permettant la libération de
principes actifs en réponse a un stimulus spécifique). C’est le cas de I’étude du chercheur
Peter Schlegel qui démontre I'efficacité sur 92 % des patients, de la forme hydrogel pour
encapsuler et délivrer 'histreline (analogue de la gonadoréline) dans le traitement du
cancer de la prostate (127). Le réseau formé dans ce type de gel, est un systeme homogéne
trés hydraté. Lorsqu’ils sont élaborés a partir de polymeéres naturels, ils ont une structure
et une composition tres similaires a la MEC faisant d’eux des biomatériaux de choix pour
I'ingénierie tissulaire. Leur caractére hydrophile permet alors de les utiliser comme
supports de culture cellulaire (128) mais également comme implants (c’est le cas des
lentilles de contacts). Nécessairement biodégradables et biocompatibles, ils ouvrent la
voie a de nombreuses perspectives de biomédecine, notamment dans le domaine de
I'ingénierie tissulaire, utilisés comme matrices 3D pour la régénération d’'une grande

variété de tissus et d'organes (122).

Bien que ces hydrogels chimiques soient employés dans de nombreuses applications,
|'utilisation d’agents de réticulation pouvant étre toxiques pour I'organisme et les cellules
(et/ou protéines) encapsulées limite leur emploi. En effet, il est primordial que la totalité

de I'agent de réticulation soit éliminé avant d’utiliser ces gels dans un systéme biologique.

Les hydrogels ont une variété de propriétés :

- biocompatibles et biodégradables ou résorbables,

- ayant une capacité d’absorption et de gonflement,

- perméables ou poreux,

- avec des propriétés de surface et mécaniques ajustables (gels durs ou mous,
fragile ou non, différentes formes ou textures),

- de préférence injectables,

qui leur permet d’étre utilisés comme des éléments de structure ou de barrieres, comme

réservoirs de molécules bioactives ou pour encapsuler et libérer des cellules.

47



Revue bibliographique

Par ailleurs, les hydrogels peuvent se présenter sous différentes formes en fonction de

I'application visée et se trouvent utilisés comme :
- revétement (sur des implants, des pilules ou des capsules).
- membrane ou feuille (comme réservoir dans un patch a libération sous- cutanée).
- solide encapsulé (pompe osmotique)
- liquide (formant un gel par chauffage ou refroidissement)
- solide mou (lentilles de contact).
- poudre comprimée (comprimés ou capsules pour administration orale)

- microparticules (vecteur de molécules actives, encapsulation de cellules)

Le projet global d'ingénierie tissulaire dans lequel s’integrent mes travaux consiste a
associer :
- une matrice d’hydrogel d’HPMC-si (polymere semi-synthétique) capable de
supporter la croissance cellulaire

et

- un systéme de libération de molécules actives permettant leur différenciation en

cellules discales et potentiellement capables de renforcer le gel ’'HPMC-Si.

L’étude faisant I'objet de ce manuscrit concerne plus particulierement ce dernier élément.
Ce systeme de vectorisation biomoléculaire élaboré a partir du pullulane (polymere
naturel) se présente sous forme microparticulaire, et plus précisément sous forme
microsphérique. La partie suivante développera plus spécifiquement cette forme et

notamment les différents modes d’obtention.
3. Les microparticules, une forme intéressante

3.1. Microcapsules et microspheres

Les microparticules sont des objets sphériques dont la taille est de I'ordre du micrometre
(compris entre 1 et 1000 um). Pour l'ingénierie tissulaire, elles sont utilisées afin
d’encapsuler des cellules (129,130) dans le but de les protéger du milieu environnant
(systéeme immunitaire, enzyme...) et d’assurer le ciblage de celles-ci au site 1ésé. Elles
servent également de vecteurs de molécules actives (130,131)(principes actifs dans le
cadre de traitements médicaux, facteurs de croissance ou de différenciation dans le cadre

de l'ingénierie tissulaire...). Cette forme sphérique est tres employée en médecine
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régénérative puisqu’aisément injectable au moyen d’une aiguille hypodermique, ce qui

convient a notre application.

Les cellules ou molécules a délivrer sont donc « encapsulées ». L’encapsulation peut étre
définie comme étant le piégeage d’un ou plusieurs objets au sein d'un matériau en vue de
son immobilisation, sa protection, le controle de son transfert, sa structuration et sa
fonctionnalisation (132). Au vu du travail réalisé, nous détaillerons seulement
I’encapsulation de molécules actives. Il existe deux modes d’encapsulation (133) (Figure

7):

- au sein de microparticules avec une enveloppe (sous forme de vésicule cceur-
coquille) dites «réservoirs», on parle alors de microcapsules. Le cceur,
possiblement liquide, constitué par la molécule active et entouré d’'une membrane
solide de polymere réticulé enrobant.

- ausein de particules matricielles, on parle alors de microsphéres ou microbilles. La
molécule active est alors dissoute ou dispersée a l'intérieur d‘un réseau matriciel de
polymere réticulé.

Microcapsule: Systéme réservoir

substance encapsulée

membrane de polymére —_—

Microsphére: Systéme matriciel

d

substance dispersée

mauice de polymére —”

Figure 7. Les microparticules : modes d’encapsulation (134,135).

En fonction de l'application visée, différents types de microspheres peuvent étre
utilisées: bioadhésives, flottantes, magnétiques, radioactives ou polymériques
(131,136,137). Ces dernieres, élaborées a partir de polymeres synthétiques ou naturels,
offrent divers avantages (136) :

- elles permettent une libération de la molécule active constante et prolongée,

- elles sont facilement injectables en raison de leur forme sphérique et de leur petite

taille.
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On les retrouve dans diverses applications (131) telles que :

- lavaccination (hépatite, grippe, coqueluche, anatoxine diphtérique),

- l'administration orale de médicaments facilement dégradables (thérapie génique
avec des plasmides d'ADN (Acide désoxyribonucléique), apport d’insuline...),

- l'apport médicamenteux controlé apres application locale : libération de protéines,
d'hormones et de peptides pendant des périodes prolongées a des zones ciblées,

- l'imagerie.

Pour répondre aux exigences que suppose le traitement de la dégénérescence discale mon
travail s’est consacré a formuler des microspheres polymériques naturelles dont les
avantages que nous venons de citer se prétent particulierement a notre emploi. Afin de
définir la méthode de formulation la plus adaptée, le paragraphe suivant détaillera

chacune des méthodes.

3.2. Les différentes méthodes d’obtention des microspheres

Plusieurs méthodes de préparation de microsphéres ont été décrites dans la littérature a
partir de différents biomatériaux (131,133,138). Les microspheres peuvent étre
préparées a partir de molécules organiques et/ou inorganiques présentées sous forme de
monomeres, ou plus usuellement a partir de polymeres préformés synthétiques ou
naturels. La classification de ces techniques s’intéresse au principe méme du

procédé (133,139) (Figure 8):

- les procédés chimiques, caractérisés par un déclenchement simultané de la
formation du réseau matriciel et de 'encapsulation de la molécule active. Ceux-ci
n’utilisent donc pas de matériau préformé.

- les procédés mécaniques, basés sur le séchage ou la solidification de gouttelettes
contenant tous les constituants de la future particule.

- les procédés physico-chimiques dépendants de :

» la solubilité des agents d’enrobage sous l'effet de variations des
conditions physiques (température, pH (potentiel hydrogene), ajout d'un
non solvant ou d’un polymeére incompatible...),

= changements d’état (fusion et solidification) des agents enrobants.
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Préparation des microspheéres

! |

Monomere | | Polymére préformé ‘
Procédé Procédé Procédé
chimique physico-chimigque mécanique
O Polymérisation J Coacervation ou séparation O Nébulisation-séchage par
¥ En milieu homogéne de phase atomisation (Spray-drying)
¥ Enmilieu hétérogéne 1 Gélification thermique U Gélification ou congélation
d'émulsion (Hot melt) de gouttes (Prilling)
O Evaporation/extraction de
solvant
¥ En émulsion simple
¥ Enémulsion double
O Emulsion/réticulation

Figure 8. Les différentes méthodes d’obtention des microsphéres (Adapté de Arshady, 1999
(140)).

Les différents procédés d’obtention et les parameétres de formulation (nature du polymere
et de la matiére active, vitesse d’agitation, viscosité de la phase dispersante, concentration
en agents stabilisants, conditions d’évaporation) permettent de formuler des
microspheres de taille, de forme, de texture (porosité et surface spécifique) et de
structure (réseau, rigidité) différentes (140). Chacune peut avoir des propriétés
spécifiques émanant d’elles méme ou via I'’encapsulation de particules présentant ces

spécificités (fluorescence, magnétisme, radioactivité par exemple) (140).

3.2.1. Procédés chimiques

La polymérisation est une réaction chimique durant laquelle des monomeres réagissent

entre eux pour former des molécules de poids moléculaires plus élevés, les polymeres.

La polymérisation se déroule en utilisant différentes techniques (131,141) qui se
distinguent selon le milieu réactionnel. Soit en milieu homogene : polymérisation en
masse, soit en milieu hétérogene : polymérisation en milieu dispersé (en émulsion ou en

suspension).

La polymérisation consiste en deux phases non miscibles (142) :
- une phase contenant le monomere, on parle de phase dispersée et,

- une phase continue aqueuse formant le milieu de polymérisation.
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Les monomeres, en présence d’initiateurs et de catalyseurs et sous I'action de la chaleur
sont dispersés sous agitation en fines gouttelettes dans le milieu de polymérisation
formant des chaines polymériques (142). Des émulsifiants et des stabilisateurs peuvent

également étre ajoutés afin de former les polymeres (142).

Celle-ci s’effectue en l'absence de solvant (143), le monomere (ou mélange de
monomeres) devenant le solvant de la réaction. Le monomeére est alors directement
polymérisé en présence de l'initiateur ou du catalyseur sous l'action de la chaleur
(131,141). Le polymere ainsi obtenu peut étre directement moulé sous forme de
microspheéres et I'’encapsulation de la molécule active peut étre effectuée pendant le
processus de polymérisation (131,141). Cette méthode présente I'avantage d’avoir une
vitesse de polymérisation tres élevée et permet d’obtenir des polymeres relativement
purs (131,141). Cependant en raison de I'augmentation considérable de la viscosité au
cours du processus il est difficile d’obtenir un mélange et une température uniforme (143)

qui, si trop élevée, peut étre délétere pour le polymere.

Cette méthode regroupe plusieurs procédés dans lequel le milieu réactionnel est
compartimenté. Le monomere présent dans la phase dispersée est insoluble dans le
milieu de polymérisation. En fonction de la méthode choisie, I'initiateur est soit :

- présent dans la phase dispersée, soluble avec le monomere (141,142). Dans ce cas
un agent de stabilisation, ajouté a la phase dispersante vient entourer les
microgouttelettes formant un film protecteur. A des températures comprises entre
20°C et 100°C, la polymérisation est initiée et est rapidement totale. Dans ces
conditions, les microgouttelettes sont directement converties en microspheres
polymériques de méme taille (142) généralement de 100 pm a 1-2 pm.

- intégré a la phase dispersante dans laquelle il est soluble (142) en présence d’'un
émulsifiant. L'initiateur va alors réagir avec le monomere dispersé dans le milieu
de polymérisation, en diffusant a sa surface (il n’est donc pas présent dans les
gouttelettes)(131) a une température comprise entre 40 et 80°C (142). Les

microspheres obtenues sont de I'ordre de 50 a 300 pm.
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3.2.2. Procédés physico-chimiques

Cette technique d'émulsion unique simple a mettre en ceuvre et peu coliteuse, consiste a
dissoudre ou disperser un polymere naturel dans un milieu aqueux, puis a disperser cette
solution dans un milieu non aqueux (lipophile) sous agitation (131). On parle alors

d’émulsion eau dans huile (E/H) (Figure 9).

Emulsion E/H
—>

Figure 9. Schéma du principe du procédé de micro-encapsulation par la technique de I’émulsion
simple (144).

Dans un second temps, les gouttelettes formées par émulsion sont réticulées au moyen de
deux procédés, a savoir soit par la chaleur, soit par l'action d'agents de réticulation
chimiques (glutaraldéhyde, le formaldéhyde, le chlorure de diacide, trimétaphosphate de
sodium (STMP)...) (131). Les microspheres sont alors séparées de la phase huileuse par
différentes étapes de lavage et centrifugation.

S’il ne se produit aucun phénomene de déstabilisation, la taille des particules est

directement fonction de la taille des gouttelettes d’émulsion.

Ce mode d’obtention consiste en une émulsion huile dans eau (H/E) et est donc adaptée
a des polymeres solubles dans les solvants organiques et des molécules actives lipophiles.
Il fait intervenir (Figure 10):

- une phase organique contenant le polymere hydrophobe, le solvant volatil
organique ainsi que possiblement la molécule active lipophile a encapsuler
dissoute ou dispersée dans cette phase,

- une phase aqueuse continue non solvant contenant un agent stabilisant

(émulsifiant/tensio-actif).
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Il repose sur deux étapes (Figure 10) (145):

- I'émulsification relative au mélange sous agitation des phases organique et

aqueuse stabilisées grace a I'agent stabilisant,

- I’évaporation du solvant.
Durant cette derniére étape, le solvant diffuse de la phase organique a la phase aqueuse
par gradient de concentration grace a un systéme d’évaporation établit soit a pression
réduite soit sous forte agitation (131). Le solvant s’évapore ensuite a I'interface eau/air.
En s’appauvrissant en solvant, le polymére contenu dans les gouttelettes de la phase
organique précipite en encapsulant la molécule active. Afin de respecter les limites de
réglementation en vigueur, les conditions d’évaporation devront étre choisies de sorte

que le solvant soit a I’état de traces.

a2 solution organique & milieu dispersant contenant
de polymere contenant . Tagent tensioacti!
le principe actif dissous Y
ou disperse ‘
{ - 'l - -
! o .-
i

¢ formation de MNemulsion
par agetation mecanique

d' evaporation du solant

¢ formation de microspheres
solides

Figure 10. Schéma du principe du procédé de micro-encapsulation par évaporation du solvant
(133).
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Bien que le principe de cette technique soit simple, rapide et facile a mettre en ceuvre, les

phénomenes physico-chimiques qui régissent ce procédé sont complexes (133). La taille

des microspheres obtenues va dépendre des conditions opératoires (vitesse

d’émulsification, viscosité de la phase dispersante, concentration en tensio-actifs...) et est

généralement comprise entre 0,5 et 200 um (133). La principale limite de ce procédé et

qu’il s’applique seulement a I'encapsulation de molécules actives lipophiles. Dans le cas

de molécules hydrophiles cette méthode d’évaporation de solvant en émulsion simple

devra étre modifiée, afin de stabiliser la molécule active hydrophile au sein de la phase

organique. On pourra avoir recours soit :

a un co-solvant (éthanol, méthanol...) dans lequel la molécule active sera soluble
(146),

au remplacement de I'’eau de la phase aqueuse externe par de I'huile. L’évaporation
est alors réalisées a partir d'une émulsion non aqueuse (133) constituée de deux
phases lipophiles non miscibles. Dans ce cas, la phase dispersée également de
nature huileuse doit étre significativement plus volatile que la phase continue
dispersante. La mise en ceuvre de cette méthode n’est pas toujours aisée,
I’élimination des résidus huileux de la phase continue contaminant la surface des
microspheres obtenues étant délicate.

a l'ajout d’'une étape d’extraction du solvant (Figure 11) (131,133), par
I'ajustement du volume de la phase aqueuse dispersante permettant d’extraire
immédiatement le solvant de la phase dispersée par dilution. Cette méthode
implique que le solvant soit miscible a 'eau. L’avantage de ce procédé et de
diminuer le temps de durcissement des microspheres et donc de figer tres
rapidement les microgouttes formées sous forme solide. Le taux d'élimination du
solvant par extraction dépend de la température de I'eau, du rapport du volume de
I'émulsion a 1'eau et du profil de solubilité du polymere.

a I'évaporation du solvant a partir d’'une émulsion double (131,133). La phase

organique sert alors de barriere entre les deux compartiments aqueux.
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Figure 11. Schéma du principe du procédé de micro-encapsulation par la technique
d’évaporation/extraction du solvant (147).

Cette méthode implique la formation d'un émulsion multiple dite émulsion de second
ordre du type eau dans huile dans eau (E/H/E). Adaptée aux molécules solubles dans
I'eau, aux peptides, aux protéines et aux vaccins, elle peut étre utilisée avec des polymeéres
naturels ou synthétiques solubles dans les solvants organiques.

Ce procédé s’établit en trois étapes (Figure 12) (131):

- laréalisation d’'une premiere émulsion (de premier ordre) au cours de laquelle une
solution aqueuse (pouvant contenir la molécule active) est dispersée dans une
phase continue organique lipophile constituée de la solution de polymere et du
solvant. Cette premiere émulsion est alors homogénéisée.

- une seconde émulsion est ensuite effectuée en dispersant I'’émulsion de premier
ordre a une seconde solution aqueuse contenant un agent de surface, formant ainsi
une double émulsion.

- I'émulsion multiple formulée est ensuite soumise a I’élimination du solvant par

extraction/évaporation tel que décrit précédemment.
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Figure 12. Schéma du principe du procédé de micro-encapsulation par la méthode de I'émulsion
double (133).

(a) Solution aqueuse du principe actif. (b) Solution organique du polymere. (c) Formation d'une émulsion type
E/H. (d) Solution aqueuse d’agent tensioactif. (e) formation de I'émulsion par agitation mécanique type E/H/E.

(f) Evaporation du solvant. (g) Formation de microsphéres solides.

Les microspheres solides formées sont récupérées par filtration puis lavées (a I'aide de

solvants organiques) afin d’éliminer les traces d'huile potentiellement restées en surface.

Cette derniere technique est plus difficile a mettre en place et peut entrainer des
probléemes d’instabilité avec notamment une coalescence partielle des gouttelettes

aqueuses internes résultant en des particules poreuses.
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La coacervation se déroule en 4 étapes (Figure 13) (133,138):

la réalisation d’'une émulsion dans laquelle la molécule active (sous forme solide
ou liquide) constitue la phase dispersée, et le polymeére (coacervation simple) ou
les polymeres coexistant (coacervation complexe) forment la phase continue.

la modification du milieu sous l'influence de I'un des différents facteurs suivants :
abaissement de la température, ajout d’'un non-solvant, ajout d’électrolytes ou
ajout d’'un deuxiéme polymere non compatible. Se produit alors un phénomene de
désolvatation des macromolécules conduisant a une séparation de phase liquide-
liquide au sein de la solution polymérique. On obtient ainsi le coacervat,
correspondant a la phase la plus riche en polymeére et, une solution d’équilibre,
formée par l'autre phase.

les gouttelettes de coacervat formées viennent alors s’adsorber en surface de la
molécule active formant un enrobage continu.

la réticulation de I'enveloppe des microcapsules vient finaliser ce procédé afin de

solidifier la membrane et éviter ainsi un éclatement non désiré.
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Figure 13. Schéma du principe du procédé de micro-encapsulation par coacervation. (a)

Emulsion, (b) Désolvatation, (c) Adsorption des gouttelettes de coacervat en surface de la phase
dispersée contenant la molécule active, (d) Réticulation de la membrane enrobante (148).

Les particules ainsi obtenues sont généralement des microcapsules. Toutefois il est

possible d’obtenir des microspheéres par la technique de coacervation simple lorsque la

proportion de molécules actives est faible par rapport au volume de coacervat (133). Dans
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ces conditions, les gouttelettes formées vont s’agréger les unes aux autres en
emprisonnant les molécules actives, chaque agrégat formant une microsphere de taille

comprise entre 20 et 200 um (133).

Ce procédé nécessite un grand savoir-faire mais bien maitrisé, il est facilement

transposable a I’échelle industrielle (133).

Ce procédé repose sur la fusion du polymere (133). Au cours de ce procédé, la molécule
active a encapsuler est dissoute ou dispersée dans un polymere naturel hydrosoluble
chauffé. L’ensemble est émulsionné dans une phase continue dispersante, pour laquelle
la molécule active n’a pas d’affinité, et dont la température a été préalablement chauffée
a la méme température que la solution de polymere et, est maintenue supérieure a celle
du point de fusion de celui-ci (133). Sous l'effet d'un refroidissement brutal de I'émulsion,
le polymeére va former un gel et donner naissance a des microsphéres d’une taille allant
de 30 a 300 um (Figure 14) (133). Cette méthode est applicable a des molécules actives
hydrophiles (on utilise alors une phase dispersante lipophile telle que I'huile de silicone)
ou lipophiles (dans ce cas I'eau distillée constitue la phase dispersante) (133).
Liout o unae phase
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Figure 14. Schéma du principe du procédé de micro-encapsulation par gélification thermique
(Holt melt) (133)

Cette méthode tres simple a I'inconvénient d’entrainer la formation de formes cristallines

non souhaitées et I'altération physique des microspheres au cours du refroidissement.
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3.2.3. Procédés mécaniques

Cette technique est utilisée dans l'industrie alimentaire depuis la fin des années 1950
pour fournir aux huiles aromatiques wune certaine protection contre Ia
dégradation/I'oxydation et pour convertir les liquides en poudres (138). En effet, il s’agit
d’'un procédé continu en une étape permettant d’obtenir une poudre a partir d’'une

solution, d'une suspension liquide, ou encore d'une émulsion.

Le polymeére est dissous dans un solvant organique volatil approprié formant la phase
organique continue. La molécule active a encapsuler, présente sous forme solide, y est
dispersée ou dissoute (131). Cette formulation liquide est alors pulvérisée a travers une
buse d’atomisation a flux d’air chaud sous forme d'un aérosol de fines gouttelettes (131).
Grace a une surface d’échange importante, le solvant va rapidement s’évaporer entrainant
une augmentation de la concentration en polymeére dissout et permettant ainsi la

formation des microspheres solides par précipitation (Figure 15) (131).
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Figure 15. Schéma du principe du procédé de nébulisation-séchage par atomisation (Spray-
drying) (149).

Ce procédé, bien établi, simple et bon marché (138), permet généralement I’'obtention de
microspheres de 1a 50um (133). Le principal inconvénient de cette méthode est qu’elle
ne peut pas étre utilisée pour les molécules thermolabiles ou volatiles qui pourraient étre

endommagées ou s’évaporer du fait de I'augmentation de température de ce processus.

60



Revue bibliographique

Gélification ou congélation de gouttes (Prilling)

Que ce soit par gélification ou par congélation, les gouttes sont formées au travers d'une
buse vibrante et sont recueillies dans un milieu permettant soit la gélification, soit la

solidification du polymere (133).

La molécule active a encapsuler est solubilisée ou dispersée soit :

- dans une solution aqueuse d’'un polymere capable de former un gel sous une action
extérieure physique (température) ou chimique (pH, présence d’'un composé
induisant la précipitation),

- dans une solution d’'un polymeére ayant un point de fusion relativement bas
(compris entre 50°C et 120°C).

Les gouttes formées dans I'enceinte de la buse vibrante se solidifient par gélification sous
I'effet de facteurs extérieurs ou par congélation du fait de la baisse de température

appliquée a I'intérieur de la buse (Figure 16 A et B) (133).
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Figure 16. Schéma du principe du procédé de micro-encapsulation par (A) gélification de goutte
et (B) congélation de gouttes (133).

Les microspheres obtenues par ces méthodes ont des diametres supérieurs a 200 pm

(133) ce qui limite la gamme de taille et font d’elles des techniques pas toujours adaptées.

3.2.4. Choix de la méthode

Parmi I'’ensemble de ces techniques nous avons fait décider de formuler des PMBs par la

méthode d’émulsion simple suivie d’'une réticulation. En effet, cette méthode facile et
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rapide a mettre en ceuvre satisfait a nos besoins dans le cadre du traitement de la
dégénérescence discale, répond aux exigences fixées et s’appuie sur un savoir-faire

solidement acquis par les chercheurs du laboratoire.

Maintenant forts des connaissances que nous venons d’acquérir dans ces deux premiers
chapitres qui retracent I’état de I'art sur la médecine régénérative d’aujourd’hui et plus
particulierement sur l'ingénierie tissulaire, nous consacrerons le prochain a celui de la
médecine régénérative du disque intervertébral afin d’expliquer au mieux les choix

établis pour la réalisation de ce travail.

III. LA MEDECINE REGENERATIVE DU  DISQUE
INTERVERTEBRAL

1. Du disque intervertébral sain au disque intervertébral
dégénéreé

Les disques intervertébraux (DIV) sont des

Plateau vertébral
Annulus fibrosus
Nucleus pulposus
Corps vertébral

structures cartilagineuses et fibreuses
situées entre chaque vertébre. Ils
constituent les articulations indispensables

a la cinématique rachidienne. Au nombre de

vingt-trois chez I'Homme, ils permettent

d'amortir les chocs au niveau du rachis, LR
;?)) , _—
grace a leurs propriétés élastiques (2,4). |

Foramen vertébral

Facette articulaire

Chaque DIV est constitué de trois éléments

Processus épineux

. , . vV e
(111) (Figure 17). L’'anneau fibreux postéricur «— Antérieur bt
(annulus fibrosus, AF) est constitué
Figure 17. Organisation du rachis lombaire
sain et aspect général (Adapté de Henry et al,,

type I organisées de maniére concentrique, 2014 (2)) : (1) nucleus pulposus et (2)
annulus fibrosus.

principalement de fibres de collagene de

entourant et maintenant en place le noyau

pulpeux (nucleus pulposus, NP), tissu trés hydraté et composé essentiellement de
protéoglycanes et de fibres de collagéne de type II. Les plateaux vertébraux
cartilagineux dans lesquels viennent s’ancrer les fibres par I'intermédiaire des plaques

cartilagineuses, assurant ainsi la jonction entre les DIV et les vertebres (2).
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Le NP, reliquat de la notochorde embryonnaire, renferme environ 3000 cellules/m? qui
sont de deux types: les cellules notochordales (Figure 18 A) issues du nceud

embryonnaire et les nucléopulpocytes dites « chondrocyte-like » (Figure 18 B) (3).
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Figure 18. Images (A) des cellules notochordales et (B) des nucléopulpocytes.

A ce jour, il est admis que les cellules notochordales se différencient en nucléopulpocytes
(150,151). La présence de ces deux types cellulaires dans le DIV est essentielle au
maintien de 'homéostasie de la matrice extracellulaire (MEC). En effet, les cellules
notochordales stimulent la synthese de protéoglycanes par les nucléopulpocytes via la
production et I'excrétion de biomolécules (152). Les protéoglycanes contenus dans la
MEC du NP ont un role clé dans la rétention d’eau de par leur charge globale négative, et
permettent de maintenir 'hyper-hydratation du NP, indispensable a ses propriété
d’élasticité et de déformation sous contrainte, lui permettant de jouer son réle

d’amortisseur et de répartiteur de pression au sein du DIV (2,4).

Sous l'influence de différents facteurs (environnementaux, mécaniques ou encore
génétiques), cette structure tend vers la dégénérescence a partir de la maturité
squelettique. Le processus menant a la dégénérescence discale est aujourd’hui bien
analysé et prend son origine au sein du NP avec la disparition progressive des cellules
notochordales a partir de la naissance. Cette disparition entraine une rupture du dialogue
moléculaire avec les nucléopulpocytes, qui disparaissent eux-mémes ensuite
progressivement (Figure 19) (2). Parallelement a cette disparition cellulaire au cours du
vieillissement, les chondrocytes des plaques cartilagineuses s’hypertrophient et
synthétisent du collagene de type X. La MEC se calcifie et devient imperméable,
empéchant ainsi la diffusion des nutriments mais également I’évacuation des métabolites
au sein du NP. Ces événements conduisent a une acidification du pH, une diminution de
I'apport en oxygene et en nutriments (111). L’homéostasie de la MEC est alors rompue
induisant une atteinte quantitative et qualitative de ses composants, notamment la

réduction de la quantité de protéoglycanes qui s’accompagne alors d’'une déshydratation

63



Revue bibliographique

a l'origine d'une diminution des capacités de résistance aux contraintes mécaniques du
DIV (Figure 19) (2,4). Les nucléopulpocytes résidant au sein du NP se trouvent ainsi
exposées a d’importants stress métaboliques pouvant expliquer l'activation d’un
programme de mort cellulaire (111).

L’absence de processus de réparation spontanée estliée al’'absence de vascularisation qui
est une des caractéristiques essentielles du DIV (4).

La dégénérescence discale explique dans 40 % des cas les douleurs lombaires qui
affectent environ 80 % de la population générale (1,153). Ces douleurs lombaires
constituent un véritable probleme de santé publique dont I'impact médico-économique
est majeur. Ainsi, aux Etats-Unis le cofit annuel lié aux douleurs lombaires a été estimé

entre 100 et 200 milliards de dollars (1,2).

== §
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squelettique Age
L Dégénérescence 45 ans
Cellules notochordales . Perte du dialogue
Nucléopulpocytes moléculaire
Absence de synthése

de la MEC
! Déshydratation
Protéoglycanes z
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mécaniques

co“““”‘ (me ') Fibrose tissulaire

S Néo-innervation
. NGF, VEGF Néo-vascularisation
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Figure 19. La dégénérescence discale (2). (A) Représentation schématique de I'évolution des
composants du DIV au cours de la dégénérescence discale. (B) Vue macroscopique d'un DIV sain
(hautement hydraté). (C) Vue macroscopique d’un DIV dégénéré (déshydraté et fibrotique).

MEC : matrice extracellulaire ; DIV : disque intervertébral ; NGF : nerve growth factor ; VEGF : vascular endothelial
growth factor ; TGF-f : transforming growth factor-b ; BMP2 : bone morphogenic protein 2 ; TIMP1-2 : tissue inhibitor
of metalloproteinase 1 and 2 ; MMP : matrix metalloproteinase ; ADAMTS : a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs ; IL1-f : interleukine 1-f.
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2. Des traitements conservateurs a la médecine

régénérative du DIV

La prise en charge des lombalgies consiste dans un premier temps en des traitements

conservateurs basés sur le repos et 'administration de traitements pharmacologiques

(anti-inflammatoires, antalgiques de différents paliers, physiothérapie) (Figure 20). Lors
de I’échec de ces traitements, la prise en charge des patients fait appel a des traitements
chirurgicaux. Il s’agit de I'arthrodese, qui consiste a la fusion de deux vertébres apres
discectomie, et de I'arthroplastie, basé sur le remplacement prothétique du DIV (Figure
20). Qu'ils s’agissent de prise en charge pharmacologiques ou chirurgicales, ces deux
approches sont a visée purement symptomatique et ne permettent pas de traiter I'origine

méme de la dégénérescence discale.
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Figure 20. Les différentes approches thérapeutiques pour le traitement de la dégénérescence
discale et la place potentielle de la médecine régénérative (Adapté de Clouet]., 2010 (154)).

Depuis quelques années, les connaissances acquises sur les processus menant a la
dégénérescence discale ainsi que sur les propriétés des cellules souches permettent
d’envisager de nouvelles approches particulierement prometteuses de médecine
régénérative. Il s’agit notamment d’inverser le processus dégénératif en procédant a une

supplémentation cellulaire adaptée permettant de restaurer la MEC et ainsi la pression
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hydrostatique essentielle aux contraintes biomécaniques subies par le DIV. Le NP,
structure centrale du DIV, est considéré comme I’élément initiateur du processus de

dégénérescence discale et de ce fait constitue une cible privilégiée.

Comme évoqué dans la premiere partie de ce manuscrit, deux approches se prétent

particulierement au traitement de cette pathologie au regard de I'origine multifactoriel de

la dégénérescence discale.

La thérapie cellulaire a pour objectif de supplémenter le NP en cellules régénératives
capables de néo-synthétiser la MEC du DIV (2,4). Plusieurs sources cellulaires sont
envisageables (cellules du NP issues de DIV herniés, chondrocytes articulaires, iPS, CSM).
Cependant l'utilisation de CSM allogéniques semble étre le plus pertinent (2) au vu des
différentes problématiques associées aux autres types cellulaires que nous avons pu
évoquer précédemment (faible quantité, signature phénotypique non adaptée,
tumorigénicité, risque infectieux, colit). Des essais précliniques et cliniques de thérapies
cellulaires ont permis de démontrer la capacité de cellules, notamment des CSM non
différenciées, a synthétiser une MEC discale et induire cliniquement une amélioration des
symptdmes douloureux (2). Cependant ces essais ayant été réalisés sur un faible nombre
de patients (2 et 10), il n’est pour le moment pas possible de conclure sur 'efficacité de
I'utilisation des CSM. Des études complémentaires sont ainsi nécessaires, certaines sont

déja en cours (Tableau 1).
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Tableau 1. Médecine régénérative du disque intervertébral : essais cliniques effectués a partir de

CSM. (Adapté de Henry etal.,, 2014 (2) et de Henry et al., accepté en nov. 2017 (155))

Promoteur | Naturedes | Nbrede | Caractéristiques | Phase Numéro Statut
cellules patients de I'étude d’essai
(Source
ClinicalTrial.
gov)
The CSM (Estimé a Observationnelle NCT02529566 En cours
Foundation for autologues 100) k) (156) d’inscription
Spinal (stromales) '0:3
Research, 5
Education and =
Humanitarian E
Care, Inc 2
(Floride, Etats- ©
Unis)
Bioheart, Inc CSM 16 Interventionnelle, Non NCT02097862 Terminé
(Floride, Etats autologues non randomisée, fourni (157) (01.17)
-Unis) (tissu multicentrique,
adipeux) ouverte
Red de Terapia CSM 15 Prospective, 1/2 NCT01513694 Terminé
Celular autologues interventionnelle, (158) (05.17)
(Castilla-Leén, (moelle non randomisée,
Espagne) osseuse) ouverte
RNL Bio CSM 8 Prospective, 1/2 NCT01643681 Inconnu
Company Ltd. autologues interventionnelle, (plus
(Séoul, Corée) (tissu non randomisée, référencé)
adipeux) ouverte
Inbo Han CSM (Estimé a Interventionnelle, 1 NCT02338271 En cours de
(Gyeonggi-do, autologues 10) ouverte (159) recrutement
République de (tissu
Corée) adipeux)
Red de Terapia CSM 24 (2x12) Prospective, 1/2 NCT01860417 Terminé
Celular allogéniques interventionnelle, (160) (04.17)
(Valladolid, (moelle randomisée, double
Espagne) osseuse) aveugle
Mésoblast Ltd CSM 100 Prospective, 2 NCT01290367 Terminé
(New-York, allogéniques interventionnelle, (161) (10.16)
Etats-Unis) (stromales) randomisée, double
aveugle

La seconde approche, I'ingénierie tissulaire, pour laquelle notre choix s’est porté, a pour

objectif d’associer a ces cellules un biomatériau cytoprotecteur aux propriétés mimant

celles de la MEC (2,4). Parmi les biomatériaux que nous avons abordés, les hydrogels de

polymeres naturels se distinguent parmi les autres. Leur différentes propriétés

(hydrophiles, non toxiques, bio et cytocompatibles, injectables, perméables, dégradables,

biofonctionnels) leur offrent l'avantage de pouvoir s’adapter au traitement de la

dégénérescence discale (2). Contrairement a la thérapie cellulaire, aucun essai clinique

n'a encore été réalisé chez 'Homme, seuls des essais précliniques associant CSM

indifférenciées et biomatériaux (atélocollagene, acide poly(lactique-co-glycolique)

(PLGA), collagene II/acide hyaluronique/chondroitine) ont été effectués (162-164). Les

résultats obtenus montrent la capacité de ces substituts a former une MEC cartilagineuse,
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améliorant I'hydratation intra-discale. Cependant les matériels et méthodes employés
étant différents il est difficile de conclure sur l'efficacité de cette méthode sans avoir au

préalable définit le matériau et le type cellulaire les plus adaptés.

En paralléle de ces approches, des travaux sont menés afin de stimuler la

différenciation des cellules souches régénératives en nucléopulpocytes. Des
cocktails de molécules bioactives agissant sur les processus de différenciation sont en
cours d’évaluation au sein méme du laboratoire ou j’ai réalisé mes travaux. Les premiers
résultats ont permis de confirmer l'intérét du GDF-5 (Growth Differentiation Factor-5)
(6). Ce facteur de croissance fait également 'objet d’essais cliniques chez I'Homme
(numéros d’essais cliniques NCT01124006, NCT00813813, NCT01182337,
NCT01158924)(165-168) dont les résultats ne sont pour le moment pas encore
communiqués. Néanmoins, le GDF-5 posséde une demi-vie breve, entrainant une action
de courte durée au niveau des cibles cellulaires du DIV. Afin de palier a cet inconvénient,
I'encapsulation du GDF-5 représente une alternative intéressante (5). Parmi les modalités
d’encapsulation, l'utilisation de microspheres polymériques de pullulane semble
particulierement prometteuse. En effet, de récents travaux ont démontrés les multiples
applications envisageables de ces microparticules en tant qu’outil diagnostic en imagerie
(169) ou en tant que vecteur de biomolécules permettant de favoriser la régénérescence

tissulaire in vivo (170).

Le sujet de ce travail étant spécifiquement dédié a 1’élaboration des microparticules de
pullulane comme vecteurs de biomolécules, la suite de cet écrit s’attardera a décrire

davantage ’hydrogel de pullulane.

3. L’hydrogel de pullulane appliqué a la médecine

régénérative du DIV

3.1. Le pullulane

Ce polymere linéaire de poids moléculaire moyen de 200 kDa, a pour formule chimique

(C37H62030)n.

68



Revue bibliographique

Il est constitué d’unités de maltotriose (trioholoside @

oH, CH_CH CH, oW

de glucose) connectées entre elles par des liaisons . ] )
osidiques du type a-1,6, tandis que les glucoses sont
liés entre eux par des liaisons osidiques du type a- Liaigons osidique;ﬂa.l,z; et a-l,g A”
1,4 (171,172) (Figure 21). Figure 21. Structure du pullulane.

Avec cet unique motif de liaison, le pullulane sous forme d’hydrogel possede différentes
propriétés physiques attractives pour son utilisation en tant que biomatériau telles que :
la flexibilité, une habilité a adhérer, la capacité a former des fibres et de minces films
(171,173). Le pullulane étant un polysaccharide naturel, il possede toutes les propriétés
requises pour notre application. Il est hydrophile ce qui lui offre une similarité
structurelle en tant que réseau hydraté avec les protéoglycanes de la MEC et justifie son
utilisation pour la régénérescence du DIV. Il est neutre, biodégradable, biocompatible,

non immunogénique et non toxique (174,175).

La premiere commercialisation du pullulane fut réalisée en 1959 par la société
Hayashibara a Okayama, Japon (171,174). 1l se présente sous forme de poudre blanche,
inodore, sans saveur, soluble dans I’eau et imperméable a I'oxygene. En solution aqueuse

on obtient un produit collant et visqueux.

A ce jour, le pullulane est utilisé dans de nombreuses applications, notamment dans :

- lindustrie agro-alimentaire, comme agent d’enrobage, épaississant, stabilisant, ou
encore comme emballage alimentaire imperméable au dioxygene évitant
'oxydation et maintenant I'aréme, la saveur et la fraicheur des produits (171,176)

- l'industrie générale en entrant dans la composition de colles ou d’adhésifs, de
matieres plastiques ou encore de films étirables (171,176)

- lindustrie pharmaceutique, en tant qu’agent enrobant pour des gélules
(Capsugel®, Plantacaps), nano ou microparticules libératrices de molécules
bioactives, agent de conjugaison dans la composition de vaccins, support pour le
ciblage de molécules bioactives ou pour la libération de genes ou encore dans
I'imagerie (171,176,177).

- la recherche médicale, comme polymere bioactif pour la libération de molécules
en médecine régénérative (Ex: Facteur de croissance de I'’endothélium vasculaire,

VEGF) (178).
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3.2. Les microspheres de pullulane par émulsion/réticulation avec le
trimétaphosphate de sodium

Grace a cette technique, des particules pleines (spheres) hydrophiles, de I'ordre du
micrometre (microspheres) sont obtenues. Leur taille dépend de plusieurs facteurs
notamment du poids moléculaire du polymere (le pullulane) et de la viscosité de la phase
huileuse (179). L’avantage de cette technique est qu’elle est simple a mettre en ceuvre,

rapide et peu coliteuse (179).

Comme déja évoqué (Cf revue bibliographique I1.2.1), la réticulation correspond a la
formation d'un réseau macromoléculaire tridimensionnel par la formation de liaisons
entre les chaines de polymeres. Ce phénomeéne vient solidifier les gouttelettes formées
par émulsion E/H (Cf. Revue bibliographique I1.3.2.2.). Les microspheres alors obtenues
par émulsion/réticulation peuvent étre chargées en principe actif et permettent une
libération contrélée de celui-ci. Elles protegent le principe actif et facilitent le ciblage de
I'organe a atteindre (131). A ce jour, de nombreuses molécules actives sont délivrées par

I'intermédiaire de microspheres.

Dans notre cas, nous avons procédé a une réticulation par réaction chimique. Cette
derniere résulte de la réticulation de polymeres de faible poids moléculaire, sous I'effet

de la chaleur et en présence d’'un catalyseur, 'agent de réticulation.

Parmi les agents de réticulation utilisés afin de réaliser cette réaction chimique un certain
nombre sont toxiques (glutaraldéhyde, oxychlorure de phosphore (POCI3), les
polyépoxydes ou les isocyanates) (180).

Pour la réalisation de ces travaux, nous nous sommes axés vers '’emploi du STMP. Non
toxique pour 'homme et biocompatible, il est déja utilisé dans plusieurs applications
biomédicales, biotechnologiques et pharmaceutiques (175). Utilisé pour réticuler les
amidons alimentaires aux Etats-Unis, il intervient en tant qu’agent de réticulation lors de

la préparation des hydrogels de pullulane réticulés (181).

O, O Na’
Le STMP est une molécule cyclique possédant trois phosphores D,\F’Lo
(Figure 22) de formule chimique NasP30o9. Il est obtenu par la +Na'o-f|5\0/ |5\:0
o O Na*

condensation d’'un acide phosphorique avec un pyrophosphate a
Figure 22. Structure de

haute température. A température ambiante et en milieu basique, 'agent réticulant STMP.
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sous l'action d’un alcoolate (Figure 23 a), le cycle du STMP s’ouvre (Figure 23 b) (181) et
permet d’établir des liaisons au niveau des groupes hydroxyles des chaines du
polysaccharide (le pullulane) (Figure 23 c¢) (181). La présence de ces domaines
hydrophiles permet au réseau de se gorger d’eau formant un hydrogel.

Cette réticulation peut étre intermoléculaire ou intramoléculaire mais peut également
donner lieu a un phosphore monolié (182). Il apparait cependant que les liaisons sont en
grande majorité des monophosphates intermoléculaires (Figure 23 c¢) (181). En raison
de I’évolution rapide du pH au cours de la réticulation, celle-ci est immédiatement suivie
par la dégradation du STMP au contact de la soude (Figure 23 c¢) (181). Le STMP ne

réagissant pas avec les groupes carboxyliques libres, des modifications ultérieures

restent possibles.
@ FROH + NaOH —— RONa
/ \ .4 :
b RONa + RO Ll H o ﬂ ONa
NaO\P P;_O | | |
/\ 2 \ ONa ONa ONa
STMP sTPP,
N
\\‘*/ {-\ 0 ﬁ 0
NaOH + NaO: «u 0 P 8] .'l'! ONa
wac ] s T
\ 7 ONa ONa ONa
// < \ONa
STMP STPP
 NICT L
C RONa + RO T 0 Tl 0—FP—ONa RO—FP—0OR  + NaO—P—O0—P—ONa
ONa ONa ONa ONa ONa ONa
STPP, Fe PP
COONIC ﬁ I
NaOH * RO—P-‘—O—IT— P—ONa RO—FP—0ONa  + NaO—FI’-—O—P—ON
C|>Na ONa Cl)Na JJNa ONa ONa
STPP, Py PP,

Figure 23. Réticulation d'un polysaccharide (181) (de formule générale R-OH) par du STMP en
milieu basique (Soude, NaOH). (a) Formation d’un alcoolate, (b) Ouverture du STMP, (c)
Réticulation ou dégradation du tripolyphosphate de sodium (STPPy).
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4. Stratégie élaborée pour le traitement de Ila
dégénérescence discale.

Une fois dressé I’état de I'art, nous avons les éléments pour orienter notre stratégie dans

la conception de molécules actives adaptées a I'application visée.

Pour toutes les raisons évoquées précédemment (Cf. Revue bibliographique III.3.), nous
avons choisi d’utiliser le pullulane sous forme dhydrogel pour réaliser des
microparticules (de type microspheres) biologiquement actives. Parmi les méthodes
d’obtention que nous avons pu citer (Cf. Revue bibliographique I1.3.2) nous avons opté
pour la méthode d’émulsion/réticulation chimique eau dans huile faisant intervenir
comme agent de réticulation, le STMP. Cette technique de 'émulsion simple a d’ores et
déja été validée afin de développer des microspheres de pullulane/dextrane (169,170).

Nous l'avons donc appliquée a l'obtention de PMBs. Cette méthode qui consiste a
meélanger intimement deux substances liquides non miscibles, fait intervenir dans notre
cas une émulsion eau dans huile (E/H) mettant en ceuvre la dispersion d’une solution de
pullulane aqueuse (en présence de soude et de STMP) en fines gouttelettes dans I'huile de

colza sous agitation pour former une émulsion homogéne.

L’objectif de mon travail a été d’optimiser le protocole de formulation de microspheres de
pullulane a partir d’'un protocole de formulation préalablement établi basé sur une
méthode d’émulsion/réticulation. En effet, le protocole établit donnait une distribution
de la population de microsphéres peu homogéne. De ce fait, mon objectif a été de définir
les conditions opératoires optimales : vitesse d’agitation, quantités de pullulane et de
STMP, température de réticulation et d’émulsion, taille de I'agitateur et du bécher et
quantité d’agent réticulant afin d’obtenir une distribution de la population de
microsphéres homogenes. L'influence des modifications de ces parametres sur la taille et
la morphologie des microspheres a été évaluée afin de garantir leur aptitude a étre
injectées en intra-discale et a étre chargées en facteur de croissance. Les microspheres
ont également été caractérisées en termes de rendement, taux de réticulation, taux
d’hydratation, taux de gonflement et résistance a la compression afin d’en connaitre les

propriétés physico-chimiques et biomécaniques.
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En parallele, afin de véhiculer les cellules souches et le systéeme de libération du GDF-5
sous forme de PMBs, un hydrogel d’hydroxypropylmethylcellulose-silanisée (HPMC-Si) a
également été développé au laboratoire (7). Ce biomatériau semble parfaitement adapté
a l'application visée puisque, composé a 98 % d’eau, il permettrait de restaurer
immédiatement I'’hydratation du NP. De plus, des études ont d’ores déja démontré la
pertinence de son utilisation en médecine régénérative du cartilage articulaire et pour le

traitement de l'infarctus du myocarde (117,183,184).

En résumé, 'approche développée par le laboratoire serait basée sur l'injection d'un
substitut composite associant des cellules souches aux propriétés régénératives
(CSM—CSA), véhiculées par une matrice d’hydrogel d’'HPMC-Si, associé a des PMBs
chargées en GDF-5 (Figure 24). Ainsi le GDF-5 libéré permettra d’orienter la
différenciation des CSM (plus particulierement les CSA) in situ en nucléopulpocytes

capables de synthétiser une MEC adaptée.

Fou
i ) »
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adlpeux ce[lules souches

Hydrogel
d'HPMC-Si

microsphéres
a o N ®

& 1
chargées en GDF-5
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Figure 24. Stratégie de médecine régénérative du disque intervertébral adoptée par I'unité
INSERM U1229-RMeS et la place de mon projet expérimental.
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|.  PRESENTATION DU PROJET EXPERIMENTAL - OBJECTIFS
TECHNIQUES ET STRATEGIE DE TRAVAIL

Dans la premiére partie de ce manuscrit, le bilan fait sur la médecine régénérative et plus
particulierement sur I'ingénierie tissulaire, nous a permis d’identifier ce concept comme
étant particulierement adapté au traitement de la dégénérescence discale et pouvant ainsi
pallier au manque de traitements curatifs.

Dans le but d’associer aux cellules souches du tissu adipeux un facteur biologique leur
permettant de se différencier en cellules discales, un hydrogel de pullulane réticulé sous

forme microsphérique apparait comme étre un biomatériau de vectorisation intéressant.

Dans ce contexte, 'ambition de ces travaux était de mettre au point le protocole de
formulation d’'un nouveau matériau biologiquement actif pouvant étre intégré dans un
projet plus global d’ingénierie tissulaire pour le traitement de cette pathologie.
L’utilisation d’'un hydrogel de pullulane, injectable en intra-discale, capable d’étre chargé
en molécules actives et en assurant une libération contrélée permettant la différenciation

de CSAh en cellules discales, nous semble étre une approche prometteuse.

Mes objectifs ont été les suivants :
1) Optimiser une méthode de formulation par émulsion/réticulation permettant
d’obtenir des microspheres polysaccharidiques de pullulane non chargées :
» De diameétre inférieur ou égale a 100 um pour permettre leur injection en intra-
discale via une aiguille 23 gauges (23G) usuelle.
» Avec une distribution de taille homogene.
» De forme réguliére et non poreuse adaptée a la libération de molécules actives.
» Biocompatibles, biodégradables, non immunogéniques et non toxiques
(injection in situ).
2) Caractériser les microspheres générées afin de connaitre leurs propriétés physico-
chimiques et biomécaniques.

3) S’assurer de leur aptitude a répondre a I'application visée.

Dans un premier temps I'élaboration et la mise au point du protocole
d’émulsion/réticulation qui a permis de répondre a notre premier objectif sera décrit. Les
différentes méthodes de caractérisation employées pour décrire au mieux les propriétés

des microsphéres obtenues seront ensuite détaillées. Puis, le comportement des
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microspheéres au sein de la matrice 3D d'HPMC-Si et leur capacité a étre injectées en intra-
discale seront présentés. L’encapsulation de facteur de croissance dans les microspheres
optimisées et les tests d’efficacité d’approche choisie in vitro et in vivo constituent les

perspectives de ce travail.

.  MATERIELS ET METHODES

1. Matériels

L’isothiocyanate de fluorescéine (FITC, 290 %) ; le trimétaphosphate de sodium (STMP,
295 %); I'huile de colza; le sodium dodécyl sulfate (SDS, 298,5 %); 'albumine sérique
bovine (BSA, = 96 %), l'acide de vanadate d’ammonium (99 %); le molybdate
d’ammonium (299 %) proviennent de chez Sigma-Aldrich (Saint-Louis, USA).
L’hydroxyde de sodium (NaOH, = 99 %); le chlorure de sodium (NaCl, 298 %) ; les
pipettes pasteur a pointe fine (@ interne 300 um = 23G) proviennent de chez VWR
(Louvain, Belgique).

L’acide nitrique a 65 % (HNOs, 65 %); le luer-lock (raccord luer PP) et I'agitateur
magnétique L-73 proviennent de chez Fisher Scientific (Loughborough, Royaume-Unis).
Le pullulane (poids moléculaire 200 000 g/mol) provient de chez Hayashibara Inc
(Okayama, Japon).

Les seringues de 3 ml et 20 ml proviennent de chez HSW- Soft-Ject® (Tuttlingen,
Allemagne).

Les aiguilles (Neolus) 18G (1,2*40 mm ; @ interne 927 pm) et 23G (0,6*30 mm ; @ interne
318 um) proviennent de chez Terumo (Louvain, Belgique).

L’étamine 2*180*90 cm provient de chez Cook’s Choice (Trumbull,USA)

L’étuve EG115 IR provint de chez Jouan (Winchester, USA).

La centrifugeuse 5810 R (6*85 ml ; rotor a angle fixe a haute vitesse (F 34-6-38) ; rayon =
11,5 cm) provient de chez Eppendorf (Hamburg, Allemagne).

La tubulure de transfusion VH-22-EGA (filtre nylon, @ pores 200 um; contenance 20 ml)
provient de chez CareFusion (San Diego, USA).

La tamiseuse  AS400 control provient de chez Retsch

(Haan Allemagne).
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Le microscope a caméra numérique DFC450C provient de chez Leica (Wetzlar,
Allemagne). Le granulomeétre a diffraction laser Mastersizer 3000 provient de chez
Malvern Technologies (Worcester, Angleterre).

Le lyophilisateur Pilpa V7.52 provient de chez Cryotec (Saint-Gély-du-Fesc, France). La
balance de précision ED224S (max 220 g; d 0,1 mg) provient de chez Sartorius
(GOETTINGEN, Allemagne).

Le spéctometre Victor3V provient de chez PerkinElmer Precisely (Waltham, USA).

Le pHmeétre Portamess 913 Knick (Erreur de mesure pH<0,01, °C<0,3K) provient de chez
ProMinent (Heidelberg Germany).

Le conductimetre LF96a provient de chez WTW (Weilheim Allemagne).

2. Méthodes

2.1. Marquage du pullulane a la fluorescéine

Au cours de la formulation, nous utilisons du pullulane marqué a l'isothiocyanate de
fluorescéine (FITC) (données non incluses). Ce marquage, qui a été réalisé avant le début

de mes travaux, permet de visualiser les microspheres en microscopie a fluorescence.

2.2. Formulation des microspheres de pullulane

Les PMBs ont été formulées en adaptant un protocole de formulation de microspheéres de
pullulane/dextrane précédemment établi. Celui-ci faisait intervenir 4 étapes: (1) la
préparation de la solution mere, (2) la réticulation des polysaccharides, (3) le lavage et
le calibrage des microspheres, (4) la lyophilisation des microspheres.

La solution meére de pullulane/dextrane (3 :1) été réalisée a une concentration de 30 %
(w/v) dans de I'’eau désionisée. 10 g de cette solution été mélangés a 1 ml de NaOH 10M
puis a 1 ml de STMP a 15 % (w/v), le tout dispersé dans 150 ml d’huile de colza sous
agitation magnétique a température ambiante. Les microsphéres formées étaient ensuite
rincées successivement dans du PBS 10X, dans du SDS a 0,004 % puis dans du NaCl a

0,025 % avant d’étre lyophilisées.

L’optimisation du protocole de formulation des microsphéres de pullulane a été réalisée
en faisant varier un certain nombre de ces parametres pour obtenir la formulation finale
présentée ici.

Une solution de pullulane a été réalisée a une concentration de 30 % (w/v) dans l'eau
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désionisée. Une partie du pullulane utilisé (0,2 %) est marquée au FITC. La réticulation
s’effectue en milieu basique (NaOH a 10 M) et en présence d'un agent réticulant (STMP a
90 % (w/v)).

Brievement, a l'aide de seringues de 3 ml reliées par un luer-lock, 2,5 g de solution de
pullulane/pullulane-FITC a 23°C sont mélangés a 250 pL. de NaOH 10M (Figure 25 A et B).
Une suspension de STMP (225 mg de STMP dissout dans 250 pL d’eau désionisée) est a
son tour ajoutée a ce mélange (Figure 25 A et B). La préparation est alors injectée a I'aide
d’'une aiguille 18G placée au bout de la seringue dans 75 ml d’huile de colza a 23°C
préalablement introduite dans un bécher sous agitation magnétique a 450 rotations par
minute (rpm) (Figure 25 B). L'injection est réalisée en une vingtaine de secondes. Le bloc

magnétique et le bécher sont alors placés al’étuve a 37°C et sous agitation pendant 1h30.

A. B.

' “ \4— Aiguille 18G
2 .

& <—&— Seringue 3 mL

Luer-lock

1. Mélange homogéne

Seringue 1: 2,5g de solution de pullulane/FITC (=2mL)
Seringue 2: 250pL de NaOH 10M 2. Injection du mélange dans la phase huileuse
Seringue 3: 225mg de STMP dans 250pL d’eau désionisée

Figure 25. Formulation de microspheres de pullulane/pullulane-FITC par une méthode
d’émulsion/réticulation. (A) Eléments utilisés lors de la préparation du pullulane/pullulane-
FITC a disperser. (B) Mélange et injection du pullulane en phase huileuse.

Les microspheéres formées sont ensuite réparties dans quatre tubes Falcon® de 50 ml, eux-
mémes complétés a 50 ml par un tampon phosphate salin concentré 10 fois (PBS 10X).
Les microspheéres sont alors centrifugées pendant 10 mina 3200 g (x 5000 rpm). La phase
huileuse est éliminée et les microsphéres formées sont alors récupérées dans la phase
aqueuse, pour étre rincées une nouvelle fois dans du PBS 10X de la méme maniere. Elles
sont ensuite rincées en suivant le méme protocole en centrifugeuse, trois fois au SDS

0,008 % suivi de trois ringages au NaCl 0,025 %.

Les microspheres sont conservées dans une solution aqueuse de NaCl 0,025 % dans un

flacon en plastique hermétique a 4°C et a I'abri de la lumiere ou lyophilisées.
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2.3. Séparation

Les différentes méthodes de séparation ont été expérimentées sur des PMBs préparées

selon le protocole établi (Cf. Partie expérimentale I1.2.2).

Le montage sur la tamiseuse est constitué de trois tamis (diametres de 90 um, 125 pm et

200 pm) placés en cascade reliés a un systeme d’entrée et de sortie d’eau. Un débit d’eau

constant, ainsi qu’une agitation circulaire de 100 rpm sont appliqués au systeme durant

10 minutes. Les microspheres tamisées sont récupérées et conservées dans du NaCl 0,025

% a 4°C, a I'abri de la lumiére avant d'étre caractérisées.

L’étamine (dimension des pores indéterminée) est tendue
sur un montage fait main (flacon plastique découpé en haut
et en bas puis retourné) de fagon a pouvoir déposer
’échantillon de microspheres en surface (Figure 26). Le
tout est plongé dans du NaCl 0,025 % et agité
manuellement.

Les microspheres récupérées sont caractérisées et
conservées dans du NaCl 0,025 % a 4°C, a l'abri de la

lumiére.

Un volume suffisant pour atteindre une hauteur de 14 cm
d'un liquide (NaCl 0,025 %, huile de colza, solution de
saccharose a 10 %, solution savonneuse) est placé dans
une ampoule a décanter de 250 ml (Figure 27).
L’échantillon de PMBs a séparer est déposé en surface de

ce liquide a I'aide d'une seringue.

i =

<— Etamine

Figure 26. Montage du

tamisage manuel sur étamine.

|
N\ ' Microspheres
" = de pullulane

+— Solvant

é

<
—

Figure 27. Montage de la
séparation des microspheéres de
pullulane/pullulane-FITC par

décantation.
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Le temps nécessaire a la décantation des microsphéres d’intérét est déterminé d’apres
leur vitesse de sédimentation (v) qui est calculée grace a la loi de Stokes :

T L))

9.1

v : Vitesse limite de chute (m/s)
r : Rayon de la spheére (m)
g : Accélération de la pesanteur (m/s?)
A(p) : Différence de masse volumique entre la particule (kg/ms3)

1 : Viscosité dynamique du fluide (Pa.s ou kg.m-1.s1)

Ainsi, a I'issue de ce temps les microspheres sont récupérées dans un flacon en plastique
grace au robinet présent au bas de I'ampoule. En fonction du liquide utilisé (notamment
pour I'huile, la solution de saccharose a 10 % et la solution savonneuse), les microspheres
sontrincées en centrifugeuse selon le protocole de ringage établi (Cf. Partie expérimentale
[1.2.2) ou bien directement conservées dans du NaCl 0,025 % a 4°C, a I'abri de la lumiére

avant caractérisation.

Les microspheéres a séparer sont placées dans une seringue de 20 ml sur laquelle est fixée
une aiguille 18G de diametre interne égal a 900 pm et complétée a 20 ml avec du NaCl
0,025 %. Elles sont alors poussées dans la seringue et celles qui sont éjectées sont
récupérées dans un flacon plastique, conservées dans du NaCl 0,025 % a 4°C, a I'abri de

la lumiere avant d'étre caractérisées.

ATaide d'une pipette pasteur a pointe fine d’'un diametre interne de 300 um (équivalent
a celui d'une aiguille 23G), les microsphéres d'un échantillon conservées dans du NaCl
0,025 9% sont aspirées. Celles génant l'aspiration par leur taille sont éliminées
manuellement, celles qui sont aspirées sont réintroduites dans un flacon plastique et

conservées dans du NaCl 0,025 % a 4°C, a I’abri de la lumiére.
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Apreés le second ringcage au SDS 0,008 % lors de la
formulation des microspheres (Cf. Partie expérimentale
[1.2.2), celles-ci sont aspirées dans une seringue de 20 ml

luer lock sur laquelle est fixée une aiguille de 18G. Elles sont

alors injectées dans une tubulure de transfusion (Figure 28)

Figure 28. Tubulure de
poury étre filtrées. Pour cela un volume d’environ 30 ml de transfusion.

SDS 0,008 % est passé en trois temps dans la tubulure. Les

microspheéres filtrées sont alors récupérées et rincées trois fois au NaCl 0,025 % comme
décrit dans le protocole de formulation (Cf. Partie expérimentale 11.2.2).

Elles sont ensuite conservées dans du NaCl 0,025 % a 4°C, a I'abri de la lumiére avant

d’étre caractérisées.
2.4. Caractérisation des microspheres de pullulane

2.4.1. Morphologie macroscopique

La premiere caractérisation réalisée est une observation au microscope a caméra
numérique a fluorescence pour s’assurer que les microspheres ont bien été formées.

Leur présence, leur sphéricité ainsi que la régularité de leur aspect sont controlées.

2.4.2. Distribution de la taille

Le logiciel de traitement d’'image Image] (Image Processing and Analysis in Java), est
utilisé afin de réaliser une estimation de la taille des microspheres a partir d’images
obtenues grace au microscope a caméra numeérique. Cette analyse est établie d’apres la
mesure de 270 diameétres de microspheres sur trois échantillons. Leurs moyennes et les

écarts-types sont calculés avec un logiciel de traitement de données (Microsoft Excel

2013).

La distribution de la taille des microspheres est également étudiée a l'aide d'un

granulometre a diffraction laser. L’analyse est réalisée en voie liquide (NaCl 0,025 %, PBS
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1X) et les résultats sont exprimés en fonction de la densité de volume (%). Chaque analyse
est réalisée sur trois échantillons préparés avec le méme protocole.

Le logiciel de traitement des données utilisées a permis d’accéder a différents parametres

v" Dx(10) : diametre maximal de 10 % des microspheres de I’échantillon
v" Dx(50) : diametre maximal de 50 % des microspheres de I’échantillon
v' Dx(90) : diametre maximal de 90 % des microspheéres de I'échantillon

v" DJ[4,3] : diametre moyen des microspheres de I’échantillon pondéré par rapport au
volume total occupé par I’échantillon

v" D[1,0] : diametre moyen des microsphéeres de I’échantillon en nombre

2.4.3. Rendement
Les microspheres formulées, filtrées sur tubulure de transfusion et caractérisées, sont
lyophilisées durant 72h, selon un protocole préétabli (données non présentées ici).

Une balance de précision permet de déterminer le poids des échantillons secs.

Le rendement (Rd) est calculé selon la formule suivante :

Masse de pullulane poudre initiale x 100

%) =
ka (%) Masse de microspheres lyophilisées finale

2.4.4. Taux de réticulation

Pour déterminer le taux de réticulation, nous procédons au dosage colorimétrique du
phosphore selon un protocole préétabli. Celui-ci fait intervenir deux réactifs de Mission :
une solution de vanadate d’ammonium (NH4VOs3) a 2,5 % dans laquelle est additionné de
I'acide nitrique (HNO3) (solution A) et une solution de molybdate d’ammonium
((NH4)6M07024) a 50 % (solution B). Deux solutions d’acide phosphorique (H3PO4) a 0,4
mM et 0,8 mM sont également préparées. A partir de ces différentes solutions, la gamme

étalon « équivalent phosphate » est réalisée et les échantillons sont traités.

Cette caractérisation a été effectuée a la fois sur des microspheres et sur des matrices afin

de comparer le taux de réticulation sur ces deux types de mises en forme.

Les matrices sont préparées a partir du méme mélange que celui utilisé pour la

formulation des microspheres (Cf. Partie expérimentale I1.2.2). Le mélange est coulé entre
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deux plaques de verre séparées par un pochoir de silicone (80*60*1 mm) et maintenues
en place al'aide d'un aimant (Figure 29 A, B, C et D). L’ensemble est placé a I'étuve a 37°C
durant 1h30.

Apres réticulation, une découpe de la plaque de gel avec un emporte-piece de 6 mm de
diametre, permet d’obtenir des matrices (Figure 29 E). Elles sont aussitot placées dans un
cristallisoir et rincées dans un bain de PBS 10X (Figure 29 F). Leur neutralisation est
vérifiée a 'aide d'un pH-meétre par mesure du pH du milieu de ringage. Lorsque le pH 7,4
est atteint, un ringage au NaCl 0,025 % est réalisé de la méme maniere. Une mesure de la

conductivité est effectuée pour controler cette étape.

Figure 29. Préparation de matrices de pullulane/pullulane-FITC/NaOH /STMP. (A) Pochoir de
silicone posé sur une plaques de verre. (B) Préparation de pullulane/pullulane-
FITC/NaOH/STMP coulée sur le montage. (C) Application de la seconde plaque de verre sur le
montage. (D) Maintien du montage par des aimants avant mise a I'étuve. (E) Poingonnage du gel
réticulé pour former les matrices apres mise a I'étuve. (F) Rincage des matrices dans un bain de
PBS 10X puis dans du NaCl 0,025 %.

Le taux de réticulation a été réalisé en triplicat sur dix échantillons :

témoin vide

poudre de pullulane

matrices de pullulane a 25 %, 37,5 %, 50 %, 62,5 %, 75 % et 87,5 % (w/w) de STMP

microspheres de pullulane a 25 %, 37,5 % (w/w) de STMP
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Préalablement, une hydrolyse acide des échantillons avec une solution d’acide nitrique
(diluée a 10 % v/v) est effectuée durant 4h aI’étuve a 100°C. Ces hydrolysats sont ensuite
traités avec les solutions A et B préalablement préparées. En paralléle, la gamme étalon
est également préparée en ajoutant successivement de I'eau, de 'acide nitrique, I'acide
phosphorique a 0,4 mM ou 0,8 mM, la solution A et la solution B dans des volumes
différents (non indiqués ici). Dans une plaque 96 puits, 225 pL de chaque solution a doser

sont déposés. L’absorbance est mesurée a 405nm a I'aide d”un spectrometre.

D’autre part, le taux de réticulation qui consiste a doser le phosphate est également utile
pour évaluer 'efficacité d’incorporation (EI) du phosphore. Pour ce faire, nous procédons
au calcul suivant :

ET (%) = (CO(P)maX = CO(P)mesurée)*JOO

2.4.5. Taux d’hydratation

L’étude du taux d’hydratation est réalisée sur des matrices de pullulane/pullulane-FITC
(Cf. Partie expérimentale 11.2.4.4).

Une fois rincées, cinq matrices sont pesées a la balance de précision puis mises a sécher a
I'étuve a 37°C pendant 48h. Elles sont alors de nouveau pesées.

Le taux d’hydratation (TH) est calculé d’apres la formule suivante :

Masse matrice hydratée - Masse matrice seche x 100

%) =
TH (%) Masse matrice hydratée

2.4.6. Taux de gonflement

Cette analyse est également réalisée sur des matrices préparées tel que décrit dans la

précédemment (Cf. Partie expérimentale 11.2.4.4).

Une fois rincées, les matrices sont lyophilisées selon le méme protocole que pour les
microspheres durant 72h (Données non présentées ici).

Cinq matrices lyophilisées sont pesées sur la balance de précision puis réhydratées dans
du PBS 1X en exces. Elles sont alors pesées a des temps déterminés (toutes les 30 minutes
pendant 2 heures puis a 24h et 48h) jusqu’a ce que la masse se stabilise en prenant soin
au préalable de les essuyer sur du papier absorbant doux afin de retirer 'excédent d’eau.
Le taux de gonflement (Q) est obtenu d’apres la formule suivante :

Masse matrice gonflée — Masse matrices séche x 100

Q (%) =

Masse matrice seche
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2.4.7. Test de résistance a la compression

La derniere caractérisation effectuée sur les microspheres de pullulane/pullulane-FITC
est 'analyse de la force de résistance a la compression. Un échantillon de microspheres
préparé selon le protocole de formulation établi (Cf. Partie expérimentale [1.2.2) a été
envoyé a la société CellScale Biomaterials Testing (Waterloo, Canada). Cette société a pris
en charge la réalisation du test de compression grace au MicroSquisher de leur société.
L’analyse est conduite a température ambiante, en milieu aqueux, sur trois microspheres
de taille d’environ 150 um de diametre. Une compression égale a 25 % du diametre initial
de la sphére est appliquée sur chaque microsphere durant 30 secondes suivies de 30
secondes de relachement. Le module de Young (E), qui rend compte de I'élasticité, est

calculé grace aux valeurs obtenues d’apres la formule :

E (P Contrainte (Stress) o
(Pa) = Déformation (Strain) &

2.5. Controle de I'aptitude a répondre a I'application visée

2.5.1. Distribution de la taille des microspheres avant et apres lyophilisation
en fonction du solvant d’hydratation

Trois lots de microspheres sont préparés (Cf. Partie expérimentale I1.2.2) puis lyophilisés
selon le protocole établi (données non présentées ici).
Les microspheres sont alors réhydratées soit dans du NaCl 0,025 % soit dans du PBS 1X
(solvant d’hydratation de facteurs biologiques qui sera associé au GDF-5).
Leur morphologie est controlée au microscope a fluorescence et leur distribution de taille
au granulometre a diffraction laser (Cf. Partie expérimentale [1.2.4.2). Les échantillons
sont analysés :

- hydratés dans du NaCl 0,025 % avant lyophilisation

- réhydratés dans du NaCl 0,025 % apres lyophilisation

- réhydratés dans du PBS 1X apres lyophilisation

2.5.2. Association des microspheres a 'HPMC-Si et « injectabilite »

Les microspheres obtenues selon le protocole établi (Cf. Partie expérimentale I1.2.2),
filtrées, caractérisées et lyophilisées sont tout d’abord réhydratées. Pour ce faire 40 mg

de microspheres lyophilisées sont placées dans une seringue de 3 ml avec une quantité
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suffisante de PBS 1X, soit 250 pL durant 30 minutes.

D’autre part, deux millilitres d'HPMC-Si a 3 % sont mélangés avec 1 ml de tampon acide a
base d’HEPES (acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine éthane), en seringue 3 ml avec
luer-lock pour obtenir un hydrogel a 1,85 % (w/v).

Les microspheres réhydratées sont alors intégrées au mélange grace a l'association des
deux seringues via un luer-lock. L’ensemble est correctement homogénéisé avant de
laisser réticuler en seringue durant 15 minutes.

Le mélange est déposé dans des plaques 12 puits et 24 puits :
v" 1,5 ml sont déposés sans aiguille dans un puits de la plaque 24 puits

v" 1,5 ml sont déposés avec une aiguille 23G dans un puits de la méme plaque (Figure
30)

v" 0,1 ml sont déposés sans aiguille dans un puits de la plaque 12 puits

v" 0,1 ml sont déposés avec une aiguille 23G dans un puits de cette seconde plaque

Les deux plaques sont alors mises a I'étuve a 37°C pour 48h de réticulation.

Figure 30. Gel d’"HPMC-Si a 1,85 % associé aux microspheres de pullulane dans deux puits d’'une
plaque 24 puits.

. RESULTATS ET DISCUSSION

1. Optimisation de la formulation des microspheres de

pullulane

L’application visée consiste en l'injection percutanée (chirurgie mini-invasive) de PMBs
en intra-discale. L’injection nécessite une aiguille d'un diameétre interne de 23 G soit
environ 300 pum. Afin de garantir leur injectabilité, les microspheres doivent présenter un

diametre d’environ 100 um.
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La formulation des PMBs a été optimisée a partir d’'un protocole préalablement établi au
laboratoire basé sur une approche émulsion/réticulation chimique. Néanmoins la
population de microspheres était peu homogene. Dans ce contexte, mon objectif a été de
définir les conditions opératoires optimales afin d’obtenir une distribution de la
population de microspheres homogene. Pour cela, différentes conditions ont été testées :
vitesse d’agitation, quantités de pullulane et de STMP, températures, taille de I'agitateur
et du bécher, quantité d’agent réticulant.

L’'influence des modifications de ces parametres sur la taille et la morphologie des

microspheres a été évaluée.

1.1. Influence de la vitesse d’agitation

Différentes vitesses d’agitation d’émulsion ont été testées: 250, 350, 450, 550 et 650 rpm.
L’observation au microscope a fluorescence a permis d’éliminer les formulations réalisées
a 250, 550 et 650 rpm en raison de leurs irrégularités morphologiques (Figure 31 A, B et
C). En revanche, les préparations obtenues sous agitation a 350 et 450 rpm forment des
microspheres sphériques et régulieres (Figure 32 A et B). L’analyse au granulomeétre a
diffraction laser montre une polydispersion dans les deux conditions. De plus, elle rend
compte d’'une double population de microsphéres. Une premiere population avec un pic
situé a environ 20 pm et une seconde population dont le pic est a 300 um pour la
formulation obtenue a 450 rpm et un pic a 500 pm pour celle réalisée a 350 rpm (Figure
32 AetB).

Cependant, les microspheres formulées sous 450 rpm d’agitation présentent un diametre
moyen exprimé en volume [D4,3], inférieur a celles formulées sous 350 rpm d’agitation
(Figure 32 A et B).

En conséquence, I'optimisation de la formulation a été poursuivie en utilisant une vitesse

d’émulsion de 450 rpm.
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Figure 31. Aspect morphologique de microspheres de pullulane/pullulane-FITC observées au
microscope a fluorescence. (A) Microspheéres préparées sous agitation magnétique de 250 rpm.
(B) Microspheres préparées sous agitation magnétique de 550 rpm. (C) Microspheéres préparées

sous agitation magnétique de 650 rpm.
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Figure 32. Distribution de la taille et aspect morphologique des microspheres de pullulane
préparées sous agitation magnétique a (A) 350 rpm et (B) 450 rpm.

1.2. Influence de la quantité de pullulane dispersé

Des injections de 0,5, 1, 2,5 et 5 g de la solution de pullulane ont été effectuées. L’analyse
granulométrique par diffraction laser n’a pas permis d’établir de différence significative
de la taille des microspheres (Figure 33 A). En revanche, 'observation au microscope a
fluorescence démontre I'existence de déformations des microspheéres dans les conditions
0,5 et 1 g de préparation de pullulane dispersée (Figure 33 B et C). Ces deux conditions
ont donc été éliminées. L’aspect morphologique des microsphéres dans les conditions 2,5
et 5 g de solutions de pullulane est quant a lui régulier (Figure 33 D et E). Dans ce contexte,
et au regard de la plus grande maniabilité lors de la manipulation, la condition 2,5 g a été

retenue pour les investigations complémentaires.
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Figure 33. (A) Histogramme du diametre moyen des microspheres de pullulane en
volume (D [4,3]) en fonction de la quantité de solution de pullulane dispersée. Valeurs
moyennes +/- SEM (n=3). Aspect morphologique des microspheres formulées avec (B)
0,5 g de solution de pullulane dispersée. (C) 1 g de solution de pullulane dispersée. (D)

2,5 g de solution de pullulane dispersée. (E) 5 g de solution de pullulane dispersée.

1.3. Influence de la température, de la taille de I'agitateur et du

bécher, de la quantité d’agent réticulant

L’influence de la température de réticulation (al’étuve a 37°C ou 50°C), de la température
du pullulane a disperser (sorti du réfrigérateur a 4°C, ramené a température ambiante a
23°C ou chauffé a 50°C), de la température de I'huile de colza (sortie du réfrigérateur a
4°C ouramené a température ambiante a 23°C), de la taille de I'agitateur (4 cm ou 4,5 cm)
et du bécher (5,5 cm de diameétre ou 6 cm), ainsi que la quantité d’agent réticulant (STMP)
intégrée au mélange (25 % (w/w) et 37,5 % (w/w)) a également été étudiée. Quel que
soit le parametre, aucune variation significative de la taille des microspheres n’a été
observée. Les conditions décrites dans le paragraphe « Formulation des microspheres de
pullulane » (Cf. Partie expérimentale I1.2.2) sont ainsi utilisées (pullulane a disperser et
huile de colza a 23°C, réticulation a I'étuve a 37°C et verrerie usuelle). Cependant la
formulation est établie avec une quantité initiale de STMP a 37,5 % (w/w) afin de
répondre aux besoins liés a la réalisation de plusieurs caractérisations (Cf. Partie
expérimentale 11.2.4).

Ainsi, en raison des résultats obtenus et en I’absence de modifications sur la distribution
de la taille des microspheres, les méthodes de séparation des deux populations de

microspheéres est entreprise pour ne conserver que celles d’intérét.
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2. Optimisation de la séparation des microspheres de
pullulane

Les analyses en granulométrie a diffraction laser rendent compte d’'une double population
de microspheéres (Figure 34 A), une avec un pic situé a 30 um et une autre dont le pic est
a 300 pm.

L’analyse menée se base sur la valeur du D[4,3] (diametre moyen des microspheres de
I’échantillon pondéré par rapport au volume total occupé par l'échantillon) et tient
compte de la valeur du Dx correspondant au pourcentage de I"échantillon contenant les
microsphéres dont le diameétre maximal est de 100 pm. Apres analyse des données brutes
du graphique (données présentées ici), il est établi que les microspheres d’intérét

représentent 20 % du volume total d’'un échantillon (Figure 34 A et B).
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Figure 34. Données obtenues par granulométrie a diffraction laser sur un échantillon de
microspheres préparées selon le protocole établi (Cf. Partie expérimentale [1.2.2.). (A) Courbe de
la distribution de la taille des microspheéres de pullulane/pullulane-FITC en densité de volume.
(B) Tableau récapitulatif des données obtenues exprimées en pourcentage de volume.

La comparaison du D[4.3] et du D[1.0] met en évidence une différence entre le diametre
moyen des microspheres de I’échantillon (21 um) et celui occupé par celles-ci en volume
(336 um) (Figure 34 B). Cette différence est due a la polydispersité de I'échantillon. En
effet, bien que les plus grosses microspheres soient moins nombreuses (d’ou un
D[1.0]=21 um), elles représentent un volume largement supérieur a celui des plus petites
(le volume d'une microsphere de 10 pm3 est égal au volume de 1000 microspheres de 1

um3) (d’ou un D[4.3]=336 pum).
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Pour dissocier les deux populations de microspheéres plusieurs techniques ont été testées

(Tableau 2).

Tableau 2. Techniques de séparation testées.

liquide (Tamis 90, 125
et 200 um)

Méthodes Solvants Résultats
Tamisage mécanique
sur tamis inox en voie Séparation non
Eau (aq)

concluante

Tamisage manuel
sur étamine en
milieu aqueux

NaCl 0,025 % (aq)

Séparation effectuée
autour de 200 um

Décantation en

NaCl 0,025 % (aq)

Séparation non

(@ interne 900 pm)

ampoule 250 ml concluante
Formation
Huile de colza d’agglomérats de

microspheres

Saccharose a 10 % Séparation non
(aq) concluante

Solution Séparation non
savonneuse (aq) concluante

Séparation par

injection avec NaCl 0,025 % (aq) Beallsa*Flon
une aiguille 18G impossible

Séparation par
aspiration
al'aide d’une pipette
pasteur a pointe fine
(@ interne 300 pm)

NaCl 0,025 % (aq)

Séparation non
aboutie

Filtration en
transfuseur doté d’'un
filtre en nylon

(Pores 200 um)

SDS 0,008 % (aq)

Séparation aboutie

Comme décrit précédemment, cette expérimentation est réalisée sous agitation avec un

débit constant d’eau. La séparation des microsphéres d’intérét de celles ayant un

diametre supérieur a 100 pm n’a pas été possible en raison d'un colmatage sur le tamis
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en inox. Cette matiere semble inappropriée pour cette application et aucune microsphére

n’a été récupérée sur le tamis de 90 pum.

Un autre type de matériau, I'étamine, a été utilisé. L’analyse au granulomeétre laser des
microsphéres restant sur I'étamine apres filtration met en évidence une population
constituée de microspheres dont les diametres sont toujours hétérogenes. En revanche
les microspheres filtrées présentent toutes un diametre inférieur a 200 um.

La présence de microspheres dont le diametre est inférieur a 100 um, en surface de
I'étamine, indique néanmoins que les microsphéres ne sont pas que partiellement
séparées. Macroscopiquement, il semble que les microsphéres soient collées les unes aux
autres.

Cette méthode n’est donc toujours pas optimale. De plus, le diametre des pores de

I’étamine étant indéterminé, il est impossible de réaliser un tamisage controlé.

Afin de palier au colmatage une séparation par décantation est réalisée. D’apres la loi de
Stokes, qui décrit la vitesse de sédimentation d’une particule en fonction de sa taille, le
temps nécessaire a une microsphére de 100 pm pour parcourir 14 cm (distance entre la
surface du liquide ot sont déposés les microspheres et le bas de 'ampoule a décanter) en
fonction du solvant de séparation, est calculé. Le méme calcul est effectué pour des
microsphéres de 150 pm et 200 pm afin d’estimer le temps de chute nécessaire pour
séparer les microspheres de différents diametres. Pour cela la masse volumique des
microspheres est mesurée (1,05 g.cm3) et la viscosité dynamique de '’eau (10-3 Pa.s) est
prise en compte.

Le premier essai a été réalisé avec pour solvant de séparation, le NaCl 0,025%. Les
microspheres s’agregent dans ce milieu ce qui empéche leur séparation et invalide cette
meéthode.

L’expérience a été réitérée en présence d’huile de colza. En effet, comme décrit dans la loi
de Stokes, il est possible de faire varier la viscosité et la masse volumique afin d’optimiser
les temps de chute des particules de différentes tailles en modifiant le solvant de
séparation.

L’huile de colza étant moins dense que les microspheres mais plus visqueuse, la

séparation des microspheres devrait théoriquement étre meilleure (Viscosité dynamique
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7,78.10-2 Pa.s ; Masse volumique 0,916 g.cm-3). En pratique, les microspheres étant
lipophobes, elles se sont agrégées entre elles et ont formé de gros amas. Ceux-ci ont chuté
rapidement sans que les microsphéres ne soient séparées. La méthode de séparation
basée sur la décantation en ampoule dans I'huile de colza a donc été éliminée.

Le troisieme solvant utilisé est la solution aqueuse de saccharose a 10 %. Cette solution
aqueuse est a la fois moins dense que les microsphéres tout en étant plus visqueuse
(Viscosité dynamique 1,336.10-3 Pa.s ; Masse volumique 1,038 g.cm-3). L’agrégation des
microspheéres est toujours observée, cette expérience n’est donc pas validée.

Afin de pallier a l'agrégation des microspheres observées dans les conditions
précédentes, un dernier solvant a été testé. Il s’agit d'une solution contenant un tensioactif
(SDS). En présence de cette derniere il n’y a plus d’agrégation. Cependant bien qu’aucun
calcul n’ait été effectué par manque de données (viscosité dynamique et masse volumique
non connue) l'observation visuelle permet de conclure que le temps de chute des
différentes microspheres est trop similaire pour parvenir a les séparer efficacement. La
technique de décantation en ampoule dans une solution savonneuse est donc écartée.
Néanmoins, les essais réalisés avec cette méthode de décantation ont permis de conclure
qu’en présence de détergent (solution savonneuse) les microspheres ne s’agregent plus.

Ainsi, une solution de SDS 0,008 % sera utilisée pour les expérimentations ultérieures.

Cette séparation consiste a faire passer les microspheres au travers d'une aiguille 18G
afin de laisser sortir uniquement celles dont le diameétre le permet (@ interne de I'aiguille
18G =900 um). Cette méthode extrémement fastidieuse n’a pas été concluante en raison

du colmatage trop rapide des microspheres a I'extrémité de I'aiguille.

La séparation est testée par aspiration des microsphéres d’'un échantillon a I'aide d’une
pipette pasteur a pointe fine (@ interne = 300 um). Celles qui ne sont pas aspirées et qui
restent donc a I’entrée de la pointe, sont retirées manuellement. Cette technique s’avere

efficace mais reste fastidieuse au vu de la quantité de microspheres a séparer.

Le transfuseur utilisé possede un filtre de nylon dont les pores présentent un diametre de

200 pm. Une filtration est effectuée en présence d'un détergent, le SDS 0,008 % afin
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d’éviter I’agrégation des microspheres. Le résultat de cette méthode est concluant sur une
petite fraction d’'un échantillon. En effet, la séparation d’'un échantillon complet ne peut
étre réalisée en raison du trop petit volume du réservoir du transfuseur. Le
fractionnement d'un échantillon en quatre permet ainsi d’éliminer le colmatage sur le
filtre. L’analyse granulométrique par diffraction laser montre le passage d’'une population
de microspheéres initialement hétérogéne (Figure 35 A et A’) a une population dont le
diametre moyen des microspheéres est de 129 um (Figure 35 C et C’). Les microspheres
restées en surface du filtre (Figure 35 B et B’) possédent quant a elles un diamétre moyen
de 500 pm. Cette méthode permet donc de séparer les microspheres d’intérét de celles
ayant un diametre trop important (Figure 35 D). Facile a mettre en ceuvre, I'utilisation

d’un transfuseur a donc été retenue et intégrée au protocole de formulation.
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Figure 35. Séparation en transfuseur. (A) Distribution de la taille des microspheres avant
séparation. (A’) Aspect morphologique des microsphéres avant séparation au microscope a
fluorescence. (B) Distribution de la taille des microspheéres non filtrées. (B") Aspect
morphologique des microspheres non filtrées au microscope a fluorescence. (C) Distribution de
la taille des microspheres filtrées. (C’) Aspect morphologique des microspheres filtrées au
microscope a fluorescence. (D) Superposition des courbes B et C.
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3. Caractérisation des microspheres de pullulane

Les PMBs produites par une méthode d’émulsion a 23°C et réticulation a 37°C sous
agitation a 450 rpm et en présence de 37,5 % (w/w) de STMP puis séparées par filtration
en transfuseur sont alors caractérisées. Le rendement, le taux de réticulation, le taux

d’hydratation, le taux de gonflement et la résistance a la compression sont ainsi évalué.

3.1. Rendement

Comme décrit précédemment (Cf. Partie expérimentale 11.2.4.3.) le =
rendement est calculé a partir des microspheres préparées,

caractérisées et lyophilisées (Figure 36).

Le rendement est réalisé sur un échantillon préparé avant et apres

filtration sur transfuseur sur les deux parties de I’échantillon Figure 36. Vue
macroscopique de
(microspheres filtrées et microspheéres retenues dans le filtre). microsphéres
lyophilisées.

Les calculs effectués (Tableau 3) donnent un rendement final situé aux alentours de 90 %
avant ou apres filtration des microspheres. Il n'y a donc pas de perte liée a la filtration
puisque le total : microspheres filtrées + refus, est comparable a la valeur obtenue avant
filtration. Concernant le rendement des microspheres d’intérét qui est d’environ 50 % soit
a peu pres 300 mg, cela convient a nos besoins, nécessitant environ 25 mg par injection

intra-discale.

Tableau 3. Rendement obtenu avant ou apres filtration des microspheéres de pullulane.

Rendement avant filtration Rendement apres filtration
Microspheres filtrées Microspheres
~90 % éliminées
=50 % =40 %
~90 %

3.2. Taux de réticulation

Comme expliqué au préalable (Cf. Revue bibliographique I11.3.2.), la réticulation est due a
la formation de ponts phosphate entre les chaines de polysaccharides sous 'influence d'un

agent réticulant (le STMP) en milieu basique. Ainsi, afin de connaitre le taux de
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réticulation, un dosage colorimétrique du phosphore a été réalisé.

Pour une question de maniabilité, certaines caractérisations ne peuvent étre réalisées sur
les microspheres (ex : taux d’hydratation, taux de gonflement) et la réalisation de matrices
a été nécessaire. De ce fait, pour vérifier sil'incorporation du phosphore est similaire dans
les matrices a celle obtenue lors de la réticulation des microspheres en émulsion, un
dosage dans les deux conditions a été réalisé.

Ce dosage a également permis de déterminer si la concentration initiale en agent
réticulant a un impact sur l'efficacité d’incorporation du phosphore. Des concentrations

croissantes en STMP ont donc été testées (Figure 37).
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Figure 37. Concentrations en phosphore selon la quantité initiale de STMP intégrée initialement
et la mise en ceuvre du gel réticulé (microspheres vs matrices). Valeurs moyennes +/- SEM
(n=3). ns : non significatif.

Les résultats obtenus montrent une augmentation de la concentration en phosphore en
fonction de la quantité initiale de STMP intégré (Figure 37). L'incorporation du phosphore
semble plus efficace lors de la formulation de microsphéres en comparaison avec des
matrices. En effet, a quantité initiale égale, la concentration finale est plus élevée dans les
microspheres. D’apres 'analyse statistique ANOVA a un facteur (Analyse des variances),
aucune différence significative n’a pu étre mise en évidence entre les échantillons :

v" microspheres a 25 % de STMP et matrices a 37,5 % de STMP
v" microspheres a 37,5 % de STMP et matrices a 37,5 % de STMP

v" microspheres a 25 % de STMP et a microspheres 37,5 % de STMP
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L’incorporation du phosphore au sein des microspheéres a 25 % de STMP comparées aux
matrices a 25 % de STMP étant significativement différente contrairement a celle des
microspheres a 37,5 % de STMP comparées aux matrices a 37,5 % de STMP. Dans ce
contexte, le protocole initial qui contenait 25 % de STMP est remplacé par un nouveau
protocole contenant 37,5 % de STMP. Ainsi, l'incorporation du phosphore étant
équivalente les résultats seront extrapolables quelle que soit la mise en forme choisie

pour les analyses.

D’apres les calculs effectués (Tableau 4 A) l'efficacité d’'incorporation dans une matrice
augmente jusqu’a atteindre son maximum pour un taux initial de 62,5 % de STMP soit
0,12 mol.L-1. Il apparait qu'avec une quantité initiale importante d’agent réticulant, un
seuil d'incorporation est atteint. Les résultats obtenus indiquent une diminution du taux
d’'incorporation au-dela de 62,5 % de STMP initial. Cette baisse ne peut étre prise en
compte en raison de la difficulté a mélanger les produits lors de la préparation des
matrices avec de telles quantités initiales. Cette analyse semble donc corréler avec les
données de la littérature (182) qui indiquent une concentration critique d’incorporation
du STMP de 0,15 mol.L-1.

Dans une microsphere (Tableau 4 B), l'efficacité d’incorporation du phosphore a déja

atteint son maximum a 25 % de STMP initial.

Tableau 4. Efficacité d'incorporation du phosphore (A) dans les matrices ou (B)
dans les microspheres.

A. | % STMP dans les matrices 25 37,5 |50 62,5 |75 87,5
C° moyenne en P mesurée (uM) 716 | 1092 | 1517 | 1987 | 2184 | 2332
Qtté moyenne de P mesurée 3,58 | 5,46 7,58 9,93 10,92 | 11,66
(pmoles)

Qtté moyenne de P initiale 245 | 368 490 613 735 858
calculée (umoles)
Efficacité d’incorporation (%) 1,46 (1,48 |1,55 |162 (1,48 |1,36

B.| % STMP dans les microspheres | 25 37,5
C° moyenne en P mesurée (uM) 1002 | 1144

Qtté moyenne de P mesurée 501 |5,72
(pmoles)
Qtté moyenne de P initiale 242 | 368

calculée (umoles)
Efficacité d’incorporation (%) | 2,05 | 1,56
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3.3. Taux d’hydratation

Celui-ci rend compte de la quantité totale d’eau libre et liée de I'hydrogel réticulé. Ce taux
est mesuré sur des matrices de pullulane préparées avec 37,5 % de STMP en raison de la
difficulté a manipuler des microspheres de 100 um. Les matrices préparées sont pesées

avant (Figure 38) et apres (Figure 39) séchage a I'étuve.

.

Figure 38. Matrices de Figure 39. Matrices de
pullulane hydratées pullulane apres
déshydratation a I’étuve

On obtient un taux d’hydratation d’environ 90 % ce qui correspond a celui d'un hydrogel

et celui de la MEC.

3.4. Taux de gonflement

Pour les mémes raisons que précédemment, le taux de gonflement a été déterminé d’apres
une analyse faite sur des matrices et non des microspheres.

L’étude du gonflement est un test d’évaluation de la composition chimique d'un polymere
réticulé. Il permet d’évaluer la capacité du polymeére a retenir I'eau.

Pour le déterminer, le réseau de polymere est lyophilisé (Figure 40 A) et mis en contact
avec un exces de solvant (PBS 1X) (Figure 40 B). Le taux de gonflement en masse est défini

par pesée lorsque le systéme a atteint I’équilibre.

Figure 40. Etude du gonflement : (A) Vues macroscopiques de matrices de pullulane/pullulane-
FITC lyophilisées. (B) Matrice de pullulane en cours de gonflement dans du PBS 1X.
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Le taux de gonflement calculé est d’environ 600 %. Pour comparaison, des matrices de

pullulane/dextrane (3:1) ont un taux de gonflement supérieur a 6000 % (175).

3.5. Test de résistance a la compression

Le test de résistance a la compression permet d’avoir une donnée sur ’élasticité du
systéme.

Ce test, a été réalisé en triplicat sur des microspheres de pullulane/pullulane-FITC (Figure
41).

Figure 41. Test de résistance a la compression sur des microspheéres de pullulane/pullulane-
FITC. (A) Microspheres de pullulane avant compression. (B) Microspheéres de pullulane pendant
la compression d’une force d’environ 400 pN.

Grace aux données fournies par le prestataire de service, le module de Young a pu étre
calculé et donne une information préliminaire sur les propriétés mécaniques des

microspheéres (Figure 42 et Figure 43).
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Figure 42. Courbe « Ecrasement/Relachement »
sur trois microsphéres de pullulane/pullulane-

FITC en fonction de la force de compression

appliquée.

Figure 43. Courbe « Force/Compression de
trois microspheéres de pullulane/pullulane-

FITC et module de Young.

Les premieres courbes présentées (Figure 42) rendent compte de la capacité des

microspheéres de pullulane a résister a I'’écrasement tout en reprenant leur forme d’origine
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des lors que la contrainte n’est plus appliquée. Cette reprise de forme initiale sans
modification de la forme permet d’établir que les PMBs ont une résistance élastique a la
déformation.

La seconde courbe (Figure 43) rend compte du module de Young calculé, attribué a
chacune des trois PMBs testées. Celui-ci est d’environ 57+6 kPa. Pour comparaison, le
module de Young de microspheres de Si-HPMC est d’environ 0,20 kPa, quant a celui de
microsphéres d’alginate, il est d‘environ 17 kPa. L’objectif étant d’injecter les PMBs au
coeur du DIV, celles-ci doivent pouvoir résister a la pression intra-discale. Actuellement la
pression au sein du noyau pulpeux du DIV dégénéré n’est pas connue, aucune valeur

référence minimale n’est donc établi.
4. Aptitude a répondre a I’application visée
4.1. Taille des microspheres en fonction du solvant de réhydratation

Afin de vérifier que ni la lyophilisation ni le solvant de réhydratation n’ont d’'influence sur
la taille des PMBs, une étude a été menée en triplicat sur des échantillons préparés selon
le protocole définitif. Des analyses granulométriques par diffraction laser et en
microscopie a fluorescence sont réalisées. Les conditions suivantes ont été testées :

v' trois échantillons de microspheres conservées dans du NaCl 0,025 %, avant

lyophilisation

v trois échantillons de microspheres lyophilisées et réhydratées dans du NaCl 0,025

%

v' trois échantillons de microspheres lyophilisées et réhydratées dans du PBS 1X.
L’observation effectuée au microscope a fluorescence démontre un aspect sphérique
régulier des microspheres (Figure 44 B, C et D).

Les données obtenues apres analyse au granulometre a diffraction laser ont permis
d’effectuer une étude statistique sur ces échantillons (Figure 44 A). Ainsi, le diameétre
moyen des microsphéres avant et apres lyophilisation, hydratées dans le méme solvant
(NaCl 0,025 %) est d’environ 130 pm. D’autre part le diametre des microspheres est
légérement inférieur lorsqu’elles sont réhydratées dans du PBS 1X en comparaison du

NaCl 0,025 % (105 pm et 130 um respectivement).
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Ces résultats révelent que la lyophilisation n’a pas de conséquence sur la taille des
microspheres et permet donc de conserver ce mode de déshydratation. De plus, la taille
des microspheres étant plus petite lorsqu’elles sont hydratées dans du PBS 1X, celle-ci

correspond a l'objectif fixé (diametre inférieur a 100 pum). Le PBS 1X pourra donc étre
utilisé comme solvant d’hydratation des microspheres. A noter que ce PBS 1X est
également le solvant permettant la solubilisation du GDF-5, facteur biologique d'intérét

dans I'approche de médecine régénérative définit précédemment.
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Figure 44. (A) Diametre moyen des microspheéres de pullulane en volume (D [4,3]), avant et
apres lyophilisation en fonction du solvant d’hydratation. Valeurs moyennes +/- SEM (n=3).
Observation au microscope a fluorescence, des microspheres (B) hydratées dans du NaCl 0,025
% avant lyophilisation, (C) réhydratées dans du NaCl 0,025 % apres lyophilisation, (D)
réhydratées dans du PBS 1X apres lyophilisation.

4.2. Comportement des microspheres de pullulane au sein de 'HPMC-

Si

Cette expérience a pour objectif de réaliser un essai de dispersion des PMBs dans un
hydrogel d’"HPMC-Si afin de déterminer leur comportement au sein de cet hydrogel. Il
s’'agit notamment d’évaluer le maintien de la réticulation du gel, de confirmer
I'injectabilité du substitut hydrogel/microspheres et de vérifier lintégrité des
microspheéres apres mélange dans I’hydrogel.

Apres 48h de réticulation, le gel d’HPMC-Si présente un aspect macroscopique
comparable a celui observé habituellement. Afin de vérifier le maintien du comportement
biomécanique, des analyses rhéologiques seront prochainement menées au sein du

laboratoire.

L’injectabilité au travers d’une aiguille 23 G a pu étre vérifiée macroscopiquement.
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Partie expérimentale

L’observation au microscope a fluorescence (Figure 45) démontre, pré- ou post-injection
a l'aide d’'une aiguille 23 G, le maintien de I'intégrité des PMBs au sein de '’hydrogel

d’HPMC-Si. De plus, une répartition homogene des microspheéres est observée.

Figure 45. Observation au microscope a fluorescence des microspheres de pullulane/pullulane-
FITC. (A) Conservées dans du NaCl 0,025 %. (B) Mélangées a 'HPMC-Si et déposées sans aiguille.
(C) Mélangées a ’'HPMC-Si et déposées avec aiguille 23G.
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Conclusion générale et perspectives

La médecine de demain cherche a régénérer les tissus et organes lésés plutot que de les
réparer ou de les remplacer comme cela est encore souvent le cas. Pour permettre de leur
restituer intégralement leur fonction, cette médecine régénérative emploie généralement
des facteurs biologiques ou des cellules, associés ou non a des biomatériaux. Parmi les
trois stratégies qu’elle regroupe, l'ingénierie tissulaire semble particulierement
prometteuse pour le traitement de la dégénérescence discale dont les traitements actuels

ne sont la que pour soulager les patients atteints.

L’ambition de ce travail était de mettre au point un systeme de vectorisation de
biomolécules capables de s’intégrer dans une approche thérapeutique d’ingénierie

tissulaire innovante au vu du contexte.

L’objectif principal, qui était I'optimisation du protocole de formulation des microspheres
de pullulane et leur caractérisation a été mené a bien. Les travaux menés ont permis de
préparer des microspheres bien formées morphologiquement, avec un diameétre
convenable pour l'injection intra-discale et formulées a partir d'un polymere naturel et
d’'un agent de réticulation non toxique qui satisfont aux exigences d’'une application en
médecine régénérative. Ces données ont récemment fait I'objet d'une publication dans le

Journal Drug Delivery (185).

A la suite de ce projet, des études complémentaires ont été menées par Nina Henry,
doctorante a'U1229 RMeS, afin d’évaluer la capacité de ces microspheres a étre chargées
en facteurs de croissance GDF-5. Une étude des cinétiques de libération a été déterminée
par des dosages ELISA et l'activité du GDF-5 a été évaluée par l'étude de la
phosphorylation in vitro de la voie des protéines Smad 1/5/8 par western-blot. Les
résultats obtenus ont montré une capacité des microspheres a étre chargées a pres de 100
% en facteurs de croissance (185). De méme la cinétique de libération correspond a celle
attendue puisque s’étalant de maniere continue sur 21 jours et permettant de libérer une
quantité de GDF-5, a priori, suffisante pour engager la différenciation des CSAh en
nucléopulpocytes, grace au maintien de I'activité du facteur biologique une fois libéré
(185).

L’avantage de la formulation mise au point est qu'un certain nombre de parametres :
concentration en agent de réticulation, ajout d'un agent porogene, fonctionnalisation en

surface... peuvent étre modifiés afin de moduler cette cinétique de libération.
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Conclusion générale et perspectives

Par ailleurs une étude plus approfondie a été effectuée afin de déterminer les propriétés
meécaniques des microspheres telles que : la résistance a la compression, le module
d’élasticité ou encore la force du gel d’HPMC-Si une fois incluses dans ce dernier (185).
Les microsphéres de pullulane ont été analysées sous leur forme native mais aussi
chargées en GDF-5, apres libération de celui-ci et également suite a leur dégradation

(185).

Dans un futur proche, les microspheres chargées en GDF-5 seront associées a I'hydrogel
d’HPMC-Si et aux cellules régénératives (CSAh) afin d’évaluer la capacité du substitut
formé a régénérer le DIV apres son injection in situ chez des modéles animaux (souris
dans un premier temps et brebis dans un second). Ces expérimentations permettront de
valider ou non 'utilisation de ce systeme dans une stratégie de médecine régénérative du

DIV.

D’un point de vue plus personnel, le travail que j’ai mené m’a permis de mettre en
application mes connaissances tout en acquérant de nouvelles compétences. J'ai
progressivement appris a avoir une démarche de recherche. J'ai eu l'occasion de
m’investir pleinement tant au niveau intellectuel que technique. Les divers échanges que
j'ai eus avec I'ensemble de I'équipe ont été tres enrichissants et m’ont donné I'occasion de
me remettre en question, de faire face aux difficultés et d’aller au bout de ce projet qui m’a

tout particulierement intéressée et pour lequel de nombreux travaux restent a réaliser.
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Abstract

ABSTRACT : Intervertebral disc (IVD) degeneration is one of the major causes of low
back pain. The current treatments are essentially consisting in the management of
symptoms. Regenerative medicine approach, based on supplements of stem cells (cellular
therapy) in association or not with biomaterials (tissue engineering) is the future
perspective for these treatments. To induce the differentiation of human adipose stromal
cells into disc cells, the pivotal role of Growth Differenciation Factor-5 (GDF-5) has
recently been demonstrated. The aim of this work was to develop and to characterize
pullulan microbeads (PMBs) able to be further loaded with GDF-5 in order to provide
sustained and controlled release, to protect it and to prevent its leakage after injection.
PMBs were prepared with an emulsion/crosslinking method from pullulan solution mixed
with a crosslinker agent (sodium trimetaphosphate, STMP) in basic condition, and
emulsified in rapeseed oil. Non-porous particles, morphologically well formed and of a size
allowing their intra-discal injection were obtained. The characterization included size and
morphology, yield, crosslinking content, swelling ratio and hydration level. Mechanical
properties were investigated by compression.

Future work will need to determine the ability of these microspheres to be loaded with
growth factor and to induce the differentiation of ASCs to confirm of particular interest of

this approach for regenerative IVD medicine.
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RESUME : La dégénérescence discale est I'une des causes majeures de lombalgies. Les
traitements actuels, essentiellement a visée symptomatique, devraient laisser place a des
approches de médecine régénérative basées sur 'utilisation de cellules souches (thérapie
cellulaire) associées ou non a des biomatériaux (ingénierie tissulaire). Afin d’induire la
différenciation de cellules souches adipeuses humaines, en cellules discales, nous avons
récemment démontré le réle central du facteur de croissance GDF-5. Le but de ce travail
était de développer et caractériser des microspheres de pullulane (PMBs) capables d’étre
chargées par la suite en GDF-5, d’en assurer une libération prolongée et controlée en
évitant sa fuite apreés injection. Les PMBs ont été préparées par une méthode
d'émulsion/réticulation a partir d'une solution de pullulane émulsionnée dans de I'huile
de colza en présence d'un agent réticulant (Trimétaphosphate de sodium, STMP), en
condition basique. La taille et la morphologie des PMBs ont été respectivement
caractérisées par granulométrie a diffraction laser et microscopie a fluorescence. Le
rendement, le taux de réticulation, de gonflement et d'hydratation ont été calculés. Les
propriétés mécaniques ont été évaluées par I'étude de la résistance a la compression. Des
particules non poreuses, morphologiquement bien formées et d'une taille permettant leur
injection en intra-discale ont été obtenues. Les travaux futurs devront déterminer
'aptitude de ces microspheéres a étre chargées en GDF-5 et a induire la différenciation des
cellules souches afin de confirmer l'intérét de cette approche pour la médecine

régénérative du disque intervertébral.
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